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脳は、神経細胞とグリア細胞により構成されており、アストロサイトやミクログリアな
どのグリア細胞は、脳の恒常性の維持に重要な役割を担っている 1,2)。グリア細胞は、神経
栄養因子やサイトカインなどの様々な生理活性物質を介して、神経細胞と相互に機能制御
を行っており、神経細胞の分化や形態形成、シナプス形成がグリア細胞により調節されて
いる 3-5)。ミクログリアは、種々の刺激により活性化され、細胞死を起こした神経細胞や脳
内に蓄積したβ・アミロイドタンパク質などの異常代謝産物を貪食することにより、脳内の
不要物を除去する役割を担っている 6,フ)。また、活性化ミクログリアは、一酸化窒素(NO)等
の活性酸素種や炎症性サイトカインの産生を介して抗菌作用や抗ウイルス作用を示し、脳
8)の感染防御に中心的な役割を果たしている
N0 は、内皮型、神経型及び誘導型の 3 種類の N0 合成酵素(No synthase; NOS)によ
リアルギニンにより産生され、生体内で多彩な生理作用を発揮してぃる 9)。また、 N0 は、
脳内において神経伝達物質として働き、記憶・学習に重要な役割を果たしている】の。炎症0
性サイトカインは、種々の免疫担当細胞から分泌される糖蛋白質であり、免疫・炎症・生
体防御において重要な役割を担っているⅡ、14)。一方、パーキンソン病やアノレッハイマー病
等の神経変性疾患患者の脳内の病変部位において、N0 産生の指標であるニトロチロシン量
が増加すること、 TNF・αや IL・1β等の炎症性サイトカインが増加することが報告されてい
る 15-2゜)。また、 iπ Wケ0 の実験において、高濃度の N0 や TNF、α、ル、1βが、種々の神経
細胞に細胞死を誘導することから 21'靭、活性化ミクログリアにより産生された過剰な NO
や炎症性サイトカインが、神経変性疾患における神経細胞死の一因であると考えられてぃ
る。
近年、ミクログリアには、ニコチン性アセチルコリン受容体やグルタミン酸受容体等の
種々の神経伝達物質受容体が発現していることが明らかとなり、神経伝達物質によるミク
24-26)ログリアの機能調節が注目されている ドパミンは、運動機能制御や認知機能など中
枢機能の調節に関与する神経伝達物質である力)。ドパミンはシナプスのみならず、ドパミ
ン神経の軸索瘤、細胞体や樹状突起からも放出され御、放出部位から比較的離れた受容体
にも作用することから 29)、神経細胞だけでなくグリア細胞の機能調節にも関与することが
示唆されており、実際に、ドパミンがミクログリアの遊走を惹起することが報告されてぃ
る 3の。また、ドパミンの放出は脳虚血後に増加すること、外傷性脳傷害後に減少すること
3】,32)が報告されている 。これらのことから、脳障害の病態生理を解明するにあたり、ドパ
ミンによるミクログリアの機能調節を明らかにすることは重要であると考えられるが、 ー、、
クログリアによる N0 や炎症性サイトカイン産生に対するドパミンの影響はほとんど明ら
かにされていない。
本研究では、ミクログリアによる N0 や炎症性サイトカイン産生に対するドパミンの影
響について、加Wか0 及び加"ル0 の系を用いて検討した。
緒論
The abbreviations used are: NOS, No synthase; eNOS, endothelial NOS; nNOS, neuronal NOS;
iNOS,inducible NOS; FBS, fetal bovine serum; DMEM, Dulbecco Modi丘ed Eagle'S Medium; LPS,
Hpopolysaccharide; DA, dopamine; NAC, N・Acewl・L・cysteine; SCH、23390,
フ・chloro-3・methyl-1・phenyl-1,2,4,5・tetrahydro-3・benzazepin、8-01;Tris,
Tris(hydroxymethyl)aminomethane; PMSE phenylmethylsulfonyl auoride; SDS, sodium dodecyl
Sulfate; NP・40,NonidetP・40; DMSO,dimethylsulfoxide;CY208-243,
4,6,6a,フ,8,12b・hexahydro・フ・methylind010(4,3・ab)・phenanthridine; NF・KB, nuclear factor"kappa B;
IKBa, inhlbitor・kappa Ba; NIAPK, mitogen・activated protein kinase; GM.CSF, Granulocyte
Macrophage c010ny・stimulating Factor; 1ba・1,10nized calcium・binding adapter molecule l; PBS,
Phosphate・bua'ered saline; TBS, Tris・bU丘'ered saline; RT・PCR, reverse transcription、polymerase
Chain reaction;TGF・β1, transfominggroMhfactor・β1;MPTR
1・Methyl-4・phenyl-1,2,3,6・tetrahydropyridine; NIAO・B,Oxidase・B; L・dopa,monoamlne
L・3,4・dihydroxyphenylalanine; TH,り,rosine hydroxylase; DAT, dopamine transporter.
第 1 章
N0 は生体内で NOS によりアルギニンから産生される靭。 NOS には、内皮型
(endothelial NOS; eNOS)、神経型(neuronal NOS; nNOS)及び誘導型(inducible NOS;iNOS)
の 3 種類が存在している 34) iNOS は、 eNOS や nNOS とは異なり、細胞内 Ca2、濃度の
変動に影響されずに N0 を産生することが報告されており 35,狗、eNOS や nNOS と比較
して、多量の N0 を産生することが知られてぃる 3乃。また、ミクログリアでは、 LPS や
サイトカイン等の活性化刺激により iNOS が誘導され、 N0 が産生されることが報告され
38,39)、ミクログリアが産生した N0 は抗菌作用や抗ウイルス作用により脳の感染防ており
御に重要な役割を果たすと考えられている 7)。サイトカインは、分子量 8-30ゆa の糖蛋白
質であり、免疫系の調節、炎症反応の惹起、細胞の増殖や分化の調整、抗腫傷作用に関係
し、感染防御、生体機能の調節等に重要な役割を果たしている 4゜,川。ミクログリアでは、
LPS 等の活性化刺激により TNF・α、ル・1βや IL、6 等の炎症性サイトカインが産生される
42,43)ことが知られており 、ミクログリアにより産生された炎症性サイトカインは、脳の感
染防御等に深く関与すると考えられている御一方、高濃度の N0 は、種々の神経細胞に
ホ朋包死を誘導することが知られている 45,46)。また、炎症性サイトカインはハーキンソン病
やアルツハイマー病等の神経変性疾患での神経細胞傷害、神経因性疹痛に深く関与すると
考えられている 47-49)。このように、脳内で産生された N0 及び炎症性サイトカインは、有
益な作用と有害な作用の二面性を有している。
ドパミンは、自発運動活性、認知・学習機能、情動反応、摂食行動、内分泌調節等に関
わる神経伝達物質であり、ドパミンの生理作用は、主に G 蛋白質共役型である D1 様及び
D2様受容体を介して誘導される 5の一方、ドパミンの作用には、ドパミン受容体を介さな
い作用も示されている。ドパミンは容易にドパミンキノンへと酸化され 51)、このドパミン
キノンは蛋白質のシステイン残基と反応して結合し、その蛋白質の機能を修飾することが
52.54)知られている 0
本章では、マウスミクログリア株 BV、2 細胞やマウス初代培養ミクログリア細胞を用い
て、LPS 刺激による N0 及び炎症性サイトカイン産生に対するドパミンの影響について検
討した。
ミクログリアにおけるドパミンによる N0 及び炎症性サイトカイン
産生抑制作用
本論
D 薬物及び抗体
ウシ胎仔血清(fetal bovine serum; FBS)は Nichirei Bioscience lnc.(Tokyo, Japan)より購入
した。 streptomycirvpeniciⅡin 溶液、 fungizone、 Dulbecco Modified Eagle'S Medium (DMEM)、
Trypsin・EDTA 溶液、1ipopolysaccharide (LPS,0111:B4)、ドハミン、 N・Acewl・L・cysteine (NAC)、
フ・chloro-3・methyl-1・phenyl-1,2,4,5・tetrahydro-3・benzazepin・8-01(SCH・2339の、 sulpiride、チロシ
ナーゼ及び Hoechst 33342 は Sigma (st. Louise, MO, USA)より購入した
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)、 glycine 、フッ化ナトリウム(NaF)、
Phenylmethylsulfonyl auoride (PMSF)、sodium dodecylsulfate (SDS)、 KCI、 Nonidet p・40 (NP・4の、
Sodium deoxycholate、 aprotinin、 dimethylsulfoxide (DMSO)及び N・1・Naphthylethylendiamine
Dihydrochloride は Nacalai Tesque (Kyoto, Japan)より購入した。 4,6,6a,フ,8,12b、
hexahydro-フ・methylind010(4,3・ab)・phenanthridine (CY208-243)は Tocris (Missouri, MN, USA)
より購入した。 Tween・20 及び Triton・× 100 は ICN Biomedicalslnc(Aurora, OH, USA)より
購入した。抗 iNOS 抗体、抗 nuclearfactor・kappaB (NF・KB)P65 抗体、抗 i血ibitor・kappaBa
(1KBa)抗体及び抗β・tubulin 抗体は Santa cNZ Biotecn010gy (santa cNZ, CA, USA)より購
入した。抗りン酸化 P38 mitogen・activated protein kinase(MAPK)抗体、抗 P38 NIAPK 抗体、
抗りン酸化 Smad2 抗体及び抗 Smad2 抗体は Cen signaling Techn010gy lnc.(Beverly, NIA,
USA)より購入した。 PNF・KB vector は Clontech Laboratorieslnc.(palo Aito, CA, USA)より
購入した。 Lipofectamine LTX は lnvitrogen (1nvitrogen, carlsbad, CA, USA)より購入した。
Granulocyte Macrophage c010ny・stimulating Factor(GM・CSF)は PEPROTECH (Rocky Hi11, NJ,
USA)より購入した。 10nized calcium・binding adapter molecule l(1ba、D 抗体及びその他の試
薬は Wakopure chemicals(osaka,Japan)より購入した
実験方法
2)細胞培養
マウスミクログリア株 BV・2 細胞は、 10% FBS、 100 μgmL streptomycin、 100 IU/mL
Penici11in、1 μg/mLfungizone を含む DMEM (10%FBSのN正M)中にて 5%C02/95% air、37゜C
で培養した。 GriesS 法及びノレシフェラーゼレポータージーンアッセイには、 1 × 105
CeⅡS/we11 の密度で 24 We11 Plate に、免疫染色には、 1 × 105 CeⅡS/weⅡの密度で 15 mm
CoverS1ゆを入れた 24 WeⅡ Plate に、 RT・PCR 法、real・time RT・PCR 法、 NBT槍lycinate 賀Say 及
び Westemblotting には、 6 × 105Ce11S/dish の密度で 60 mm dish にそれぞれ播種した
3)マウス初代培養ミクログリアの調製
生後 0-3日のマウスから大脳を摘出し、細断後、 10 mL の 10% FBSのMEM に懸濁し、
80o x rpm で 5分間遠心した。上清を除去後、沈殿した細胞に 5mL の Phosphate・bU庁ered
Saline(PBS)(・)を加え洗浄し、 80o x rpm で 5分間遠心した。上清を除去後、沈殿した細
胞を 5 mL の025% Twpsin・EDTA 溶液で分散し、 37゜C で 5分間インキュベートした後、
Twpsine・EDTA 溶液と同量の 10%FBS/DMEM を加え反応を停止させた。80o x rpm で 5
分間遠心後、上清を除去し、沈殿した細胞を 10mL の 10%FBSのMEM に懸濁し、これを
2
100μm セルストレイナー(FALCON)に通した後、75フラスコに播種し、5%coy95%mC
air、 37゜C で培養した。培養 14-20日後に、 0.5 ng/mL GM、CSF を添加し 2-3日培養した。
その後、振とぅ(20orpm,2時間)によりアストロサイト上で増加したミクログリアを分離、
回収し、 10o mm petridish に移し、 5%C02/95%air、 37゜C で 30分インキュベートした 5
mL の PBS(・)で洗浄することにより接着していない細胞を除去した後、シリコンラバーで
掻昶することにより糸朋包を回収し、 GriesS 法には I × 105Ce11S/weⅡの密度で 24 WeⅡPlate
に、 real・time RT・PCR 法及び圦lestem blotting には 3 × 105CeⅡS/dish の密度で 60 mm dish
に播種した研究で使用した細胞は、95%以上が lba,1 陽性を示すミクログリアであった
4)薬物処置
ドパミンは、細胞播種 24時間後に培養液をドパミンを含む培養液へと置換し、24時間
処置した SCH・23390、 sulpiride、 NAC 及びアスコルビン酸は、ドハミン処置の 1時間前
に培養液に添加し、ドパミンと共存させた。また、 LPS は、細胞播種 48時間後に培養液
を除去し、LPS を含む培養液へと置換することにより処置した。ビンブラスチンは、LPS 処
置の 2時間前に培養液に添加し、 LPS と共存させた。チロシナーゼは、チロシン及びフェ
ノールレッドを含まなし寸音養液に希釈し、培養液を除去した後、処置した
5) GriesS 法
薬物処置後、 100 μL の培養上清を 100 μL の GriesS 試薬(1% sulfanilamide、 0.1%
naphthylethy1飢ediamine dihydrochloride、 2.5% H3P04)と 96 、NeⅡ Plate 中で混合し、室温で 10
分間静置後、吸光度(λ=570nm)を測定した。亜硝酸イオン(N02')の標準液として、NaN02
溶液を用いて検量線を作成し、培養液中の N02'量を算出した。
6) RNA の調製
薬物処置後、細胞を氷冷 PBS(・)で 2 回洗浄し、175μL の SV卿ALysisBU仟er で溶解
し、 SVTotalRNA lsolation system (promega, Madison, WI, USA)を用いて、 RNA を調製した。
フ) Reversetranscription・polymerase chain reaction (RT・PCR)及てド real・time RT・PCR 法
RNA を、吸光度測定により定量し、滅菌水を加えて 1μgRNA侶.8μL になるように希釈
した。そこに、 0.1 gL ランダムプライマー(dN6)、 5× 1Ststrand、 0.1 MDTT、 5 mMdNTP を
各 2 μL、 4 μL、 2 μL、 2 μL 加え混合した。さらに、 M・MLVReverse Transcriptase(1nvitrogen)
1μL を加え、逆転写反応を行った(37゜C、60分)。 RT・PCR は、逆転写反応産物を滅菌水で
20 倍希釈した後、希釈液 2 μL に下記の通りの各ドパミン受容体の foNard 及び reverse
のフライマーを 1.4μL ずつと、 TaqDNApolymerase を含む酵素溶液を 7μL 加え、下記の
条件で PCR を行った。 PCR 産物を、 ethydiumbromide を含む 2%agarose/TBEge1 を用い
て電気泳動した後、 UV260nm 励起により可視化した。 Real、time RT、PCR は、逆転写反応
産物を滅菌水で 20 倍希釈した後、希釈液 2μL に下記の通りの各サイトカイン及び iNOS
の foNard 及び reverse のプライマーを 1 μL ずつと、 SYBR Green を含む酵素溶液を 5
μL 加え、下記の条件で行った各遺伝子発現量は、β・actin の遺伝子発現量で補正すること
によりグラフ化した。
PCR 条件
' DI、 D2、 D3、 D4、 D5receptor
(55゜C 2分、 95゜C I0分を 1 サイクノレ、 95゜C 15秒、 55゜C 1分を 40 サイクル)
.β・actin、 TNF・α、 1L・1β
(95゜C I0秒、 55゜C 20秒、 72゜C 20秒を 40 サイクノレ)
・1L・6、 iNOS
(95゜C I0秒、 53゜C 20秒、 72゜C 20秒を 40 サイクノレ)
プライマーデザイン
Gene
Dl receptor foNard
Dl receptorreverse
D2receptorfb則ard
D2 receptorreverse
D3receptor foNard
D3 receptorreverse
D4receptorfoNard
D4 receptorreverse
D5 receptor f0則ard
D5 receptorreverse
β・actin foNard
β一actin reverse
INF・a f0則ard
INF-a reverse
IL・1β f0則ard
IL・1β reverse
IL・6 血Nard
IL・6 reverse
iNos f0則ard
iNos reverse
Sequence
5'・AACTGTATGGTGCCCTTCTGTGG.3'
5'・GCCCCGTTGTTGTTGATGCTTAC、3'
5'・CACTCCGCCACTTCTTGACATACA"3'
5'・AGCCCCATCCACAGCCTCCTCT、3'
5'・GTCCTGCCCTCTCCTCTTTGGTTT.3'
5'、CATTTGTCCCGTGGCATCTGA、3'
5'・TGCCCTCAACCCCATCATCTACAC、3'
5'・TCCCAACCCCCAGCCTTCATAA.3'
5'、GGGAGATCGCTGCTGCCTATGTC、3'
5'、ATTGGGGGTGAGTGGTGAGATTTT、3'
5'・ATGGGTCAG AAG GACTCCTAC.3'
5'、ACGCTCGGTCAGGATCTTCAT、3'
5'・CGG GGTGATCGGTCCCCAAAG.3'
5'、GGA GGGCGTTGG CGCGCTGG、3'
5'CCTCTCCAGCCAAGCTTCCT、3'
5'・TTTGGAAGCAGCCCTTCATC、3'
5'.TTCTACCCCAATTTCCAATGC.3'
5'.CATA'へCGCACTAGGTTTGCCG.3'
5'・ACATCGACCCGTCCACAGTAT、3'
5'CAGAGGGGTAGGCTTGTCTC、3'
8) NBT/glycinateassay
キノプロティン量の測定は、 NBT/glycinate assay により行った勁。薬物処置後、ネ醐包を
氷冷 PBS(・)で 2 回洗浄し、 4゜C、 10oo x g で 5分間遠心することによりホ瑚包を回収し
た。細胞に 100 μL の lysis bua'er(137 mM Nacl、 8.1 mM Na2HP04:12H20、 2.68 mM KCI、
1.47mMKH2P0厶 1%NP・4のを加え、 20分間氷上に静置して可溶化し、試料とした。試料
を蛋白質定量した後、 400μg の蛋白質を含む試料 200μL を、1mL の NBT/glycinate 溶液
(024 mM NBT、 2 M potassium glycinate、 PH I0.0)と混合し、暗室で穏やかに振とうしなが
ら 2時間インキュベートした 17,400ゞg で 5分間遠心することにより、生成した NBT
ホルマザンを沈降し、沈査を 2NHC1 で洗浄した後、300μL の DMS0 で可溶化した吸
光度(λ=530nm)を測定し、キノプロテイン量を算出した
9)トランスフェクシヨン万をび Iuciferasereportergene assay
BV・2 細胞播種 24時間後に、しゆofectamine LTX を用いて PNF・KB vector(0.5 μ創WelD を
トランスフェクシヨンしたトランスフェクションは、1nⅥtrogen 社の推奨方法に従って行
い、トランスフェクション 24時間後から薬物処置を開始した薬物処置後、細胞を氷冷
PBS(・)で 2 回洗浄し、100 μL の PassiveLysisBuffer(promega)で可溶化し、試料とした。
試料を蛋白質定量後、ノレシフェラーゼ活性を DualLuciferase ReporterAssaysystem (promega)
を用いて、ルミノメーターにより測定した
10)細胞分画
薬物処置後、ホ朋包を氷冷 PBSωで 2 回洗浄、スクレーハーで掻破し、4゜C、50o x g で
5分間遠心することにより細胞を回収した。細胞に、 100 μL の lysis bU丘er(10 mM
HEPES・HCI、 1%NP・40、 1.5 mM M号C12、 10 mM KCI、 500 μM dithiot11reit01、 1 mM PMSF、
PH7.5)を加え、氷中で 20分間静置した後、 50O X 宮で 5分間遠心し、上清を細胞質画
分とした。沈澄を 100μL の lysisbU仔er で洗浄した後、 50o x g で 5分間遠心し、上清
を除去した。沈澄に 50 μL の SDs lysisbU丘er(20 mM Tris・HCI、 2% SDS、 PH 7.5)を加え、
10分間ボイリングした。 17,40o x g で 5分間遠心し、上清を核画分とした。細胞に 100
μL の SDslysisbuaer を加え、10分間ボイリングした後、室温、17,40o x g で 5分間遠
心し、その上清を WholeceⅡlysate とした。
ID 圦ノestem bl0廿ing
薬物処置後、細胞を氷冷 PBSωで 2 回洗浄、スクレーパーで掻破し、 4゜C、1000 × 8
で 5分間遠心することにより細胞を回収した。細胞に等張の 100μL の lysisbU丘er(50mM
Tris・HCI、 150 mM Nacl、 1% NP・40、 0.5% sodium deoxycholate、 0.1% SDS、 10 μgmL aprotinin、
100μMPMSF)を加え、20分間氷上に放置して可溶化した。17,40o x g で 5分間遠心し、
上清を iNOS を検出するための試料とした。本試料及び細胞分画後の各画分は、蛋白質定
量した後、 5 X LaemmlibU丑'er a25 mM Tris・HCI、 25%glycer01、 5% SDS、 02% bromophen01
blue、 10%2・mercaptoeth飢01、 PH 7.5)を加えて 5分間ボイリングを行い、蛋白質を変性さ
せた等量の蛋白質 a・30μg)を SDS・ポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動を行った
後、 immobilon・p transfer membrane (MiⅡゆore corp., Bedford, NIA, USA) 1こ車云与したその
membrane を 0.5-5% skim milk と 0.05% Tween・20 を含む Tris・bua'ered saline (TBS; TBS・T)
で blocking 後、 TBS・T で membrane を洗浄し(室温、 5分 X 3 回)、 skim milk を含む
TBS・T で希釈した一次抗体(下記)と反応させた(4゜C、 ovemight)。その後、 TBS.T で
membrane を洗浄し(室温、 5分 X 3 回)、 skim 加lk を含む TBS、T で希釈した二次抗体
(下記)と反応させた。 TBS・T で洗浄(室温、 10分 X 3 回)した後、 Enhanced
Chemi・Luminescence (ECL)法により蛋白質バンドを X 線フィノレム(FujiⅧm. CO. Ltd.,
Tokyo,Japa11)に検出した。
次抗体 抗 iNOS 抗体(1:100の
抗 NF・KB P65 抗体(1:500の
抗 IKBα抗体(1:200の
抗りン酸化 P38NIAPK 抗体 a:200の
抗 P38 NIAPK 抗体(1:200の
抗りン酸化 Smad2 抗体(1:200の
抗 Smad2 抗体(1:200の
二次抗体 H即標識抗 rabbitleG 抗体 a:1000, cappel, D山ham, NC, USA)
12)間接蛍光抗体法による細胞染色
15 mm coverS1ゆ上で培養した細胞を、薬物処置後、 PBS (、)で 2 回洗浄し、 37%
formaldehyde で固定した(室温、 15分間)洗浄後、 0.1%Triton・× 100 を含む Tris、bU丘ered
Saline(TBS)で細胞を Penneabilize した(室温、 15分間)。染色には、一次抗体として抗
NF・KB P65 抗体 a:30の及び抗β・tubulin 抗体 a:20のを用いた。また二次抗体として、
AlexaFluor568 標識抗 rabbitlgG 抗体(1:300,1nvitrogen)及び FITC 標識抗 mouselgG 抗
体(1:200, cappel)を用いた。 Hoechst33342 を用いて核の染色を行った後、 coversliP をスラ
イドガラス上にマウントし、共焦点レーザー顕微鏡により細胞を観察した。
B)データ解析
実験結果は、 3-4 例の平均値士 S.E.M.として表した。有意差検定は ANOVA を行し
Post・hoctest として Sche丑'e'stest または Dunnett'stest を行った。
1.1 マウスミクログリア株 BV"2 細胞における LPS 刺激による N0 及び炎症性サイトカ
イン産生に対するドハミンの作用
ミクログリアにおいて、 LPS は N0 産生及び TNF、α、止、1β、丘、6 等の炎症性サイトカ
インの発現を誘導することが知られている 42,43)。ミクログリアにおけるこれら炎症性因子
の産生に対するドハミンの影響を検討する目的で、マウスミクログリア株 BV、2 細胞での
LPS 刺激による N0 産生について、 GriesS 法により検討した
BV・2 細胞において、 LPS(0.001-1μg/mL)を 24時間処置することにより、濃度依存的に
N0 産生量は増加した(Fig.1A)。次に、 LPS 刺激による N0 産生量の増加に対するドパミ
ンの影響を検討した結果、ドハミン a・100μM)を 24時間前処置することにより、その濃
度依存的に LPS 刺激による N0 産生量の増加は抑制された(Fig.1B)。さらに、 LPS 刺激
による iNOS の発現誘導に対するドパミンの影響について、 westem blottin且により検討し
た結果、 LPS(0.1μ創mL)の 24時間処置による iNOS の発現量の増加は、ドハミン(1.100
μM)の前処置により濃度依存的に抑制された(Fig.1C)
実験結果
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(B)
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Figure.1 Dopamine (DA) attenuates LPS-induced No production by inhib此in套 the induction of
iNos in BV-2 Ce11S.
(A) ce11S were treated with Lps at the indicated concentrations for 24 h. The nitrate levels 、Nere
determined by Griess assay.(B・C) ceⅡS were treated with DA at the indicated concentrations for 24 h
Then the ce11S were 廿eated W北h o.1 μgmL Lps for 24 h. The ni廿ate levels (B) and iNos protem (C)
Were examhled by Griess assay and westem blotting, respectively. Relative intensity of iNos protein
band was quantitated by uS証lg a densitometer. The levels of iNos protein (C)、Nere expressed as relative
to the maximum expression level,、vhich was arbitrarily set as l.0. Results show the mean 士 S.e
Obtained 丘'om 3 t0 4 independent experiments (A・C) and blots representative of 4 Ⅱldependent
experiments (C).**P く 0.0I VS.0.1 μg'mL LPS
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次に、 BV・2 細胞での LPS 刺激によるサイトカイン及び iNos mRNA 量について、
real・time RT・PCR 法により検討した。 BV・2 ネ閉包において、 LPS (0.01-10 μgmL)を 9時間
処置することにより、濃度依存的に TNF・α、丘.1β、丘、6 及び iNos mRNA 量は増加した
(Fig.2A・D)。次に、 LPS 刺激によるサイトカイン及び iNosmRNA の発現誘導に対するド
ハミンの影響を検討した結果、ドハミン(1.30 μM)を前処置することにより、その濃度依
存的に LPS 刺激によるサイトカイン mRNA の発現誘導は抑制された(Fig.3A、C)。また、
LPS 刺激による iNosmRNA の発現誘導も、 N0 産生と同様に、ドハミン a、30μM)前処
置により抑制された(F喰.3D)
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Figure.2 Lps induces mRNAexpression ofcytokines and iNos in BV.2 CeⅡS.
CeⅡS were 廿eated with Lps at the indicated concentrations for 9 h. The mRNA levels of TNF、α(A),
IL・1β(B),止・6 (C) and iNOS (D) were e惣mined by real・time RT・PCR. The mRNA levels ofcytokines
and iNos were normalized t0 β・actin arld were expressed as relative to the maximum expression level,
Which was arbitrarily set as l.0. Results show the mean + S.e. obtai11ed 丘'om 3 independent experiments
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F電Ure.3 Effect of pretreatment with DA on LPS・induced mRNA expressions of cytokines and
iNos in BV、2 Ce11S.
CeⅡS 、vere treated with DA at the indicated concentrations fbr 24 h. Then the ceⅡS were treated with lo
μ創mL Lps for 9 h. The mRNA levels ofTNF・α(A),丘・1β但),止・6 (C) and iNOS (D) were examined
by real・time RT・PCR. The mRNA levels of cytokmes and iNOS 、vere n0如alized t0 β、actin and were
expressed as relative to the maximum expression level,、vhich was arbitrarily set as l.0. Results show the
mean + S.e. obta註led 丘'om 3 independent experiments.*P く 0.05,**P く 0.0I VS.10 μg'mL LPS
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12BV・2 細胞におけるドパミンによる N0 産生抑制作用及びサイトカイン発現誘導抑制
作用へのドパミン受容体の関与
BV・2 細胞におけるドパミンによる N0 産生抑制作用及びサイトカイン mRNA 発現誘
導抑制作用が、ドハミン受容体を介しているか否かを明らかにする目的で、 BV、2 細胞での
ドハミン受容体の発現について、 RT.PCR 法により検討した。
BV・2 ネ朋包において、 D2 及び D5 受容体 mRNA の発現がみられたが、 DI、 D3 及び D5 受
容体 mRNA の発現はみられなかった(F喰.4)。また、マウス初代培養ミクログリアでのド
パミン受容体の発現について検討した結果、 D1及び D2受容体 mRNA の発現がみられた
が、 D3、 D4 及び D5 受容体 mRNA の発現はみられなかった(Fig.4)。
M 2
200・bp-
100・bp-
Figure.4 RNA expression ofDA receptor subun此S in BV-2 Ce11S and mouse primary microglial ce11S.
The mRNA expressions ofDI・1ike a11d D2・1ike DA receptors i11 BV・2 CeⅡS and mouse primary microglial
CeⅡS were examined by RT・PCR a11alysis. Agarose gel electrophoresis of pcR amplified products ofDI
(230 bp; 1ane l and 2), D2 (208 bp; 1ane 3 and 4), D3 β10 bp; 1ane 5 and 6), D4 (202 bp; 1ane 7 and 8),
即d D5 (221 bp; 1ane 9 and lo) DA receptors of BV・2 Ce11S (1ane l,3,5,7 and 9) and mouse primaw
microglial ceⅡS (1ane 2,4,6,8 and 1の is sho、¥n. Lane M represents loo.bp DNA ladder marker. Results
Sho、v representative results of4 independent experiments
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次に、 BV・2 細胞におけるドパミンによる N0 産生抑御Ⅱ乍用が、ドパミン受容体を介し
た作用であるか否かを明らかにする目的で、ドパミン受容体遮断薬及び作用薬の影響を検
討した。 D1 様受容体Φ1、 D'受容体)遮断薬 SCH・23390 (10・30 μM)及ぴ D2 様受容体
Φ2、 D3、 D4 受容体)遮断薬 SUゆMde(10-30μM)はいずれも、ドパミン(10μM)前処置に
よる N0 産生抑御Π乍用に影響を与えなかった(Fig.5A)。また、 D1 様受容体作用薬
CY208-243(1-10μM)及び D2 様受容体作用薬 bromocriptine(1-10μM)の前処置は、いずれ
の濃度においても 0.1μgmLLPS 刺激による N0 産生量の増加に影響を与えなかった
(F電.5B)。
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bromocriptine (1ιM)
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Fi套Ure.5 DA receptor・independentinhib赴ion by DAofl'PS、induced No production in BV、2 Ce11S.
(A) ce11S were 訂'eated for 24 h with l0 μM DA 血 the absence orpresence ofscH、23390 ao,30 μM) or
Sulpiride (10,30 μM). Then 壮le ce11S 、Nere 廿eated with o.1 μg/mL Lps for 24 h. The ni廿ite levels were
detennined by Griess assay. Resultsshow the mean 士 S.e. obta血ed 丘'om 4 丘ldependent expe血nents.*P
< 0.05 (B) ce11S were treated with cY 208-243 砥ldor bromocripthle at 血e indicated concen訂・ations for
24 h. Then the ce11S were 訂'eated wi血 0.1 μg/mL Lps for 24 h. The ni訂'ite levels were detem血ed by
GHess assay. Resultsshowthe me田1 士 S.e. obta血ed 丘'om 4 血dependentexpedments.
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次に、BV・2 細胞におけるドパミンによるサイトカイン及び iNosmRNA 発現誘導抑制作
用に対するドパミン受容体遮断薬の影響を検討した。 SCH・23390(30μM)及び SUゆ誠deβ0
μM)はいずれも、ドパミン(30μM)前処置によるサイトカイン及び iNos mRNA 発現誘
導抑制作用に影響を与えなかった qig.6A ・ D)。また、ドパミン受容体作用薬である
CY208-243 a・30 μM)及び bromocriptine(1-30 μM)の前処置は、いずれの濃度においても
10μgmLLPS 刺激によるサイトカイン及び iNos m卿A の発現誘導に影響を与えなかっ
た(Fig.7A・ D)。これらの結果から、ドパミンはドパミン受容体を介さずに N0 産生及び
サイトカイン mRNA の発現誘導を抑制していることが示唆された。
(A)
1
0.75
0.5
025
0
**
DA
SCH
SP
IPS
(C)
(B)
1
0.75
0.5
025
0
DA
SCH
SP
IPS
1
0.75
0.5
0.25
0
**
口
**
Figure.6 E寵ects ofDA receptor antagonists on the attenuation ofl'PS-induced mRNA expressions
Ofcytokines and iNos by pretreatment W此h DA 加 BV、2 Ce11S.
CeⅡS were 訂'eated for24 h wi血 30 μM DA血the absence orpresence of30 μM SCH、23390 (SCH) or30
μM SUゆ廿ide (SP). nen tbe ce11S were h'eated with l0 μ創mL Lps for 9 h. The mRNA levels ofTNF"α
(A),丘・1β(B),1L・6 (C) a11d iNOS (D) were 餓如hled by real・t血e RT、PCR. ne mRNA levels of
Cytoki11es and iNos were nomlalized t0 β一actin a11d were expressed as relative t0 壮le maX血Um
expression level, which was arbi廿arily set as l.0. Results shoW 血e mean 土 S.e. ob捻ined 丘om 3
註ldependent experhnents.**P く 0.01
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Figure.7 Effects ofDA receptora客onists on l'PS・induced mRNAexpressions ofcytokines and iNOS
in BV-2 Ce11S.
Ce11S were treated with cY 208-243 (CY) or bromocriptine (BC) atthe i11dicated concentrations for 24 h.
nen the ceⅡS were 訂'eated with l0 μ創mL Lps for 9 h. ne m卿A levels ofTNF.α(A),Ⅱ,、1β(B),1L、6
(C) and iNOS (D) were exam血ed by real・t血e RT・PCR. The mRNA levels ofcytoki11eS 砥ld iNos were
nonnalized t0 β一act血 and were expressed as relative t0 血e maX血山n expression level, W五ich was
arbi訂'arily set as l.0. Results shoW 血e mean 士 S.e. obtai11ed 丘'om 3 independent exper血ents.
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13BV・2 細胞におけるドパミンによる N0 産生抑制作用及びサイトカイン発現誘導抑制
作用への活性酸素種及びドパミンキノンの関与
ドパミンは、自動酸化されることによりスーパーオキシドアニオンとドパミンキノンを
生成することが知られている 56)。そこで、 BV、2 細胞におけるドパミンによる N0 及びサ
イトカイン産生抑制作用への活性酸素種及びドパミンキノンの関与を明らかにする目的で、
抗酸化剤である NAC 及びアスコルビン酸の影響について検討した。
ドパミン(10μM)前処置によるιPS 誘発 N0 産生抑制作用は、10mMNAC 及び 500
μM アスコルビン酸の存在下で有意に阻害された(Fig.8)。また、ドパミン(30μM)前処置
による LPS 誘発サイトカイン及び iNosmRNA 発現誘導抑制作用も、10mMNAC の存在
下で有意に阻害された(Fig.9A・D)。これらの結果から、ドパミンによる N0 産生抑制作
用及びサイトカイン mRNA 発現誘導抑制作用への活性酸素種及びドパミンキノンの関与
が示唆された。
゛
Fi曾Ure.8 Effects ofNAc and ascorbic acid (AA) 0Ⅱ the a競enuation ofl'PS-induced No producuon
byDAin BV・2 CeⅡS.
CeⅡS were 訂'eated for 24 h wi壮110 μM DA 血血e absence or presence of lo mM NAc or 500 μM AA.
Ihen 血e ce11S were 廿eated wi杜10.1 μg/mL Lps for 24 h. The ni訂'ite levels were determhled by Gdess
assay. Resultsshow the mea11 土 S.e. obtahled 丘om4 i11dependent exper血ents.**円く 0.01
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Figure.9 Effect of NAc on the attenuation of l'PS.induced mRNA expressions of cytokines and
iNos by DA in BV.2 Ce11S.
Ce11S were 訂'eated for 24 h wi血 30 μM DA 血 the absence or presence of lo mM NAC. Then 杜le ce11S
Were 壮'eated with l0 μ創mL Lps for 9 h. The m則Alevels ofTNF・α(A),丘・1β(B),1L、6 (C)and iNOS
Φ) were exaln加ed by real・t血e RT・PCR. ne mRNA levels ofcytokineS 田ld iNos were n0血alized to
β一actⅡl and were expressed as relative to the maxinlum expression level, which was arbitrarily set as l.0.
ResultsshoW 血e me如士 S.e. obtained 丘'om 3 independent exper血ents.**P く 0.01
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そこで次に、 LPS 刺激による N0 産生及びサイトカイン mRNA 発現誘'に対する
H202及ぴスーパーオキシドアニオンの影響について検討した。 H202ao-100μM)の 24時
間前処置はいずれの濃度においても 0.1μ創mLLPS 刺激による N0 産生量の増加に影響
を与えなかった佃i8.10A)。また、スーパーオキサイド産生系であるヒポキサンチン(1Ⅸ,
50μM)及びキサンチンオキシダーゼ(×0,1・30μU/mL)の併用前処置も、 LPS 刺激による
N0 産生量の増加に影響を与えなかった四ig.10B)。さらに、 H202(10-100μM)前処置及び
HX(50μM)及び Xoa・10μWmL)の併用前処置はいずれも、10μ創mLLPS 刺激によるサ
イトカイン及び iNosmRNA の発現誘に影響を与えなかった(Fig. HA.D)。
(A)
Fi宮Ure.10 Effects of pretreatment with H202 0r 11×/×0, a superoxide geⅡerating system, on
LPS・induced No production in BV-2 Ce11S.
Ce11S were 廿eated wi壮I H202(A) or 1Ⅸ/×0 田) atthe i11dicated concen訂'ations for 24 h. Then 仕le ce11S
Were 訂'eated with o.1 μg/mL Lps for 24 h. The 11i廿ite levels were detem血ed by Griess assay. Results
Showthe mea11 士 S.e. obta血ed 丘'om 3 hldependent exper血ents.
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Fi套Ure.11 E丘ects of pretreatment with H202 0r 1壹X/×0, on l.PS-induced mRNA expressions of
Cytokines and iNos in BV.2 Ce11S.
Ce11S were 廿eated with H202 0r 1Ⅸ/×o at 廿le 血dicated concen訂'adons for 24 h. Then 廿le ce11S were
廿eated wi血 10 μgn止 Lps for 9 h. The mRNA levels ofTNF・α(A),丘・1β田),丘.6 (C) and iNOS (D)
Were exalni11ed by real・t血e RT・PCR. The mRNA levels of cytokineS 如d iNos were nonnalized to
β一act血田ld were expressed as relative to the maX血如l e)中ression level, which was arbi廿arily set as l.0.
Resultsshow the me釘1 士 S.e. obta血ed 丘om 3 independentexper血ents.
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チロシナーゼは、ドパミンからドパミンキノンへの酸化を触媒する酵素として知られて
いる釘)。次に、ドパミンによる N0 産生抑御1作用及びサイトカイン発現誘導抑制作用への
ドパミンキノンの関与を明らかにする目的で、チロシナーゼの影響について検討した。ド
パミン a0μM)の 1時間前処置は、 0.1μ創mLLPS 刺激による N0 産生量の増加に影響
を与えなかった。一方、 30OU/mL チロシナーゼの存在下では、ドパミン(10μM)の 1時
間前処置は LPS 刺激による N0 産生量の増加を有意に抑制した四ig.12)。また、ドパミ
ン(30μM)の 1時間前処置は、 10μ創mLLPS 刺激によるサイトカイン及び iNosmRNA
の発現誘導に影響を与えなかったが、チロシナーゼの存在下では、 LPS 刺激によるサイト
カイン及び iNosmRNA の発現誘'を有意に抑制した四ig. BA、D)。
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F電Ⅱre.12 Effects ofDAand tyrosinase on 亘'PS-induced No production in BV-2 CeⅡS.
Ce11S were u'eated for l h with l0 μM DA 註1 仕le absence or presence of 30O U/mL tyrosinase in
tyrosine・丑'ee DN正M W武houtse如n. Then the ce11S were 訂'eated wi仕10.1 μg/mL Lps i11FBSのN正M for
24 h. The nih'ite levels were detenni11ed by Griess assay. Results shoW 壮le me田1 士 S.e. ob仏加ed 丘.om 4
hldependent exper血ents.**P く 0.01
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次に、ドパミン処置後のキノプロティン量について、NBT/glycinate郎Say により検討した。
ドパミン(1-100 μM)の 24時間処置により、キノプロテイン量は濃度依存的に増加した
(Fig.14A)。また、 10mMNAC 及び 500μM アスコノレビン酸はそれぞれ、 10μM ドパミン
処置によるキノプロティン量の増加を有意に抑制した(Fig.14B)。一方、10μM ドパミンの
1時間処置は、キノプロテイン量に影響を与えなかったが、30OU/mL チロシナーゼの存在
下では、キノプロティン量を有意に増加させた佃ig.14C)。これらの結果から、ドパミンは
ドパミンキノンの生成を介して蛋白質をキノプロテイン化することにより、N0 産生及びサ
イトカイン mRNA の発現誘導を抑制することが示唆された。
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Figure.14 E質ects ofNAc andAAon DA-induced 血Crease in the levelofquinoprotein 血 BV-2 Ce11S.
(A) ce11S were treated for 24 h with DA atthe i11dicated concen訂'ations for 24 h. Then the qU血Oprotehl
Ievel was determ血ed by NBT/glychlate assay. The qui110protei111evel was expressed as percentage
hlcrease over 壮lat 血 the 血訂'eated con訂'01. Results show the mean 土 S.e. ob仇血ed 丘'om 4 hldependent
exper血ents.*P く 0.05,**P く 0.01. VS. DA・untreated con廿01.(B) ce11S were h'eated for 24 h with l0 μM
DA 血 the absence or presence of lo mM NAc or 500 μM AA. Then 血e quhloprote血 level was
detenn血ed by NBT/glychlate assay. The quinoproteh11evel was expressed as percentage hlcrease over
that 血 the 如訂'eated con訂'01. Results shoW 壮le mea11 士 S.e. ob仇i11ed 丘'om 4 加dependent experiments.
**P く 0.01.(C) ce11S were 壮'eated for l h wi血 10 μM DA 血壮le absence or presence of 30O U/mL
tyroshlase i11tyrosi11e一丘'ee DN正M wi壮10ut ser山n. Then 山e qui110prote血 level was detenn血ed by
NBT/glyC血ate assay. The qui110protein level was expressed as percentage increase over that m the
如treated conh'01. Results shoW 血e mean 士 S.e. obtained 丘'om 4 i11dependent exper血ents **P く 0.01.
VS. DA-untreated conh'01.
3 10 30
DA(μ八の
15
12.5
10
フ.5
5
2.5
0
100
**
**
(C)
NAC
AA
DA
DA^
tyrosinase ゛
゛
**???????????
???????
????
??????????
????』???
????????
????
??????????
????????
?
??????
1.4 BV・2 細胞における LPS 刺激による NF、KBP65 の活性化に対するドパミンの影響
RAW264.7 細胞やマウスミクログリア株 NB 細胞、マウスミクログリア株N9 細胞にお
いて、 LPS は転写因子である NF・KB を介して、iNOS、 1NF、α、丘、1β及び IL、6 を発現誘
43,58,59)することが報告されている 。また、 NF・KB は通常、1KB により細胞質に保持され
ており、1KB が分解することで NF、KB が核に移行し活性化することが知られてぃる 6゜'御0
そこで、 BV・2 細胞におけるドパミンによる N0 産生抑制作用及びサイトカイン発現誘導
抑制作用の詳細な機構を明らかにする目的で、 BV、2 細胞での LPS 刺激による NF、KB の
活性化に対するドパミンの影響について、ノレシフェラーゼレポータージーンアッセイによ
り検討した。
ιPS(10μ創mL)の 6時間刺激により、NF・KB の転写活性化に伴うルシフェラーゼ活性の
有意な上昇がみられたが、この上昇は 30μM ドパミンの 24時間前処置により有意に抑制
された価ig.15)。この結果から、 BV・2 細胞において、ドパミンは NF、KB の転写活性化を
抑制することにより N0 産生及びサイトカイン mRNA の発現誘'を抑制することが示唆
された。
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IPS
Figure.15 Effect ofpretreatment with DAon NF-KB activity 血 BV-2 Ce11S.
Ce11S were transfected wi血 a NF-KB-1Uciferase reporter consu'uct. At 24 b post、廿ansfection, ce11S were
廿eated W北h 30 μM DA for 24 h. Then the ceⅡS were 訂'eated with l0 μg/mL Lps for 6 h. A luciferase
reporter gene assay was performed as described i11 methods. Luciferase activiw was presented as a fold
血duction relative to that of 血e con廿01. Results show the mean 士 S.e. obta血ed 丘'om 4 註ldependent
exper血ents.*P く 0.05,**P く 0.01
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次に、 LPS 刺激による NF・KB の核移行に対するドパミンの影響を検討する目的で、細
胞質画分、核画分及び Wholece1Πysate の各ネ朋包画分における NF・KBP65 量及び IKBα量
を Westembl0此ing により検討した。NF・KB のサブユニットで転写活性化ドメインを有する
NF・KB P65 量は、 LPS(10μgmL)刺激により核画分で経時的に増加したが、この増加は、
30μM ドハミンの 24時間前処置により抑制された(Fig.16)。一方、 LPS 刺激により、細
胞質画分及び Wholece1Πysate においても NF・KBP65 量は増加したが、これらの増加にド
パミン前処置は影響を与えなかった。また、 NF、KB P65 サブユニットと結合し、その核移
行を抑制する 1心α量は、 wholeceHlysate において、LPS 刺激 30分後には著明に減少し、
刺激 6時間後には無処置と同程度にまで回復した。この IKBα量の減少と回復過程に、ド
パミン前処置は影響を与えなかった。
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Fi套Ure.16 Effect ofpretreatment W蝕h DA on LPS・induced translocation ofNF、KB P65 Subunit and
degradation oflKBa in BV.2 Ce11S.
Ce11S were treated with 30 μM DA for 24 h. Then the ce11S were h'eated with l0 μgmL Lps for the
血dicated times. The ce11S were haNested and subjected to subceⅡUlar 丘'actionation. The 負'actions were
analyzed by w'estem blottⅡlg with anti・NF・KB P65 and anti・1KBa a11tibodies. Results sho、N blots
representative of3 independent experiments
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次に、NF・KBP65 の細胞内局在について免疫染色法により検討した。無処置の細胞では、
NF・KB P65 陽性反応は、核にはほとんどみられず、細胞質に観察された佃i8.17)。この
NF・KBP65 の細胞内局在に対して、ドパミン(30μW の 24時間処置は影響を与えなかっ
た。一方、10μgmLLPS の 1時間刺激により、 NF・KB P65 陽性反応は細胞質だけでなく
核にもみられるようになった。この変化は、ドパミン前処置により抑制された四ig.17)。
これらの結果から、ドパミンは LPS 刺激による NF、KBP65 の核移行を抑制することによ
り、 N0 産生及びサイトカイン mRNA の発現誘導を抑制することが示唆された。
HoechstNF・KB (P65)Mer套e
Fi琴Ure.171mmunocytochemicalanalysis ofNF-KB P6510calization in BV-2 Ce11S.
Ce11S were 訂'eated with 30 μM DA for 24 h. Then the ce11S were h'eated with l0 μgmL Lps for l h. The
Ce11S were h1血如OS仇i11ed wi壮l anti・NF・KB P65 a11tibody (red), a11d nuclei were visualized by S仇inmg
WithHoechst 33342 (blue). Resultsshowphot0血Cr0即'aphsrepresentative of3 independent exper血ents.
????
??
?、?
?、???
1.5 BV・2 細胞におけるドパミンによる NF、KBP65 の核移行抑制機構
BV・2 細胞におけるドパミンによる NF、KB P65 の核移行打啼Ⅲ乍用へのドハミンキノンの
関与を明らかにする目的で、 NAC の影響について検討した。 LPS 刺激による核画分での
NF・KBP65 量の増加に対するドパミン(30μM)の抑制作用は、10mMNAC の存在下で阻
害された(F喰.18)。この結果から、ドパミンは、ドパミンキノンの生成を介して蛋白質を
キノプロティン化することにより、 NF.KBP65 の核移行を抑制することが示唆された
DA
NAC
ιPS
NF・KB 印65)
Figure.18 Effect of NAc on DA・induced inhibition of NF-KB P65 nuclear translocation in BV、2
Ce11S.
Ce11S were treated for 24 h with 30 μM DA in the absence or presence of NAC. Then the ceⅡS were
廿eated with l0 μg'mL Lps for l h. The ce11S were harvested and subjected to subce11Ular 丘'actionation.
The 丘'actions were analyzed by westem bl0廿ing with anti・NF・KB P65 antibody. Results sho、v blots
representative of3 independent experiments.
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ラツト海馬由来初代培養神経細胞において、 NF、KB P65 は微小管に依存して核移行する
ことが報告されている御。 BV・2 細胞における NF、KBP65 の核移行への微小管輸送系の関
与を明らかにする目的で、微小管重合阻害薬ビンブラスチンの影響にっいて、 westem
blotting により検討した。 LPS(10 μg/mL)刺激による核画分での NF、KB P65 量の経時的な
増加は、 03μM ビンブラスチンの存在下で抑制された(Fig.19)。一方、 LPS 刺激後の細胞
質画分及び Wholece1Πysate での NF・KBP65 量の増加にビンブラスチンは影響を与えなか
つた。さらに、 wholecen lysate における LPS 刺激後の IKBα量の減少と回復過程に、ビ
ンブラスチンは影響を与えなかった。また、03μM ビンブラスチンは、10μ創mLLPS 刺激
によるサイトカイン及び iNosmRNA の発現誘導を有意に抑制した(Fig.20A、D)
Figure.19 Effect of vinblastine, a micr0加bule-disrupting agent, on LPS-induced translocation of
NF-KB P65 SⅡbunit and degradation oflKBa in BV-2 Ce11S.
CeⅡS 、Nere 廿eated for the hldicated times with l0 μgmL Lps m the absence or presence of 03 μM
Vinblastine. The ce11S were haNested and subjected to subce11Ular 丘'actionation. The 丘'actions 、¥ere
analyzed by westem blotthlg with anti・NF・KB P65 and anti,1KBa antibodies. Results show blots
representative of3 independent experiments
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Figure.20 Effect ofvinblastine on l'PS・induced mRNA e叉Pressions ofcytokines and iNos in BV-2
Ce11S
Ce11S were 訂'eated for 9 h wi壮110 μgmL Lps hlthe absence or presence of 03 μM vinblast血e. ne
mRNAlevels ofTNF・α(A),1L・1β田),Ⅱ・6 (C)釦diNOS (D) wereeX如inedbyreal、t血e RT.PCR. The
mRNA levels of cytok血es and iNos were nonnalized t0 β・actin and were expressed as relative to the
maX血Uln expression level, which was arbi廿arily set as l.0. Results show the mea11 士 S.e. obtahled
丘om4 bldependentexper加ents.**P く 0.0I VS.10 μgmL LPS
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次に、 NF・KBP65 の細胞内局在及び微小管に対するドパミン及びビンブラスチンの影響
について免疫染色法により検討した。無処置の細胞では、微小管は細胞質に線維状の構造
物として観察されたが、ビンブラスチン(03μM)を処置した細胞では、微小管の線維状構
造が消失し、細胞の形態が変化していた四ig.2D。無処置細胞を LPS(10μ矧mL)で 1時
間刺激すると、 NF・KB P65 陽性反応が細胞質だけでなく核にも観察された。一方、ビンブ
ラスチンの存在下では、核に NF・KBP65 の陽性反応は観察されなかった佃ig.2D。これら
の結果より、 BV・2 細胞において NF・KB は微小管を介して核移行することが示唆された。
ドパミン(30μM)前処置は、ビンブラスチンと同様に、 LPS 刺激による NF、KB P65 の細
胞内局在の変化を抑制したが、微小管の形態に変化はみられなかった(Fig.2D。これらの
結果から、ドパミンは微小管を介した NF、KB の核への輸送を阻害している可能性が考えら
れた。
β加bU1血 NF・KB(P65) Hoechst
FigⅡre.211mmunostaining ofNF・KB P65 and β一tubulin 血 BV-2 Ce11S.
CeⅡS were 杜'eated with 30 μM DA for24 h. Then the ce11S were 訂'eated for l h wi血 10 μg/mL Lps hlthe
absence or presence of 03 μM V血blasti11e (vi11). ne ce11S were hmn如OS仏血ed with anti、1qF、KB P65
antibody (reの a11d anti・β・tubulhl antibody (geen), and nuclei、Nere visualized by S仇血ing with Hoechst
33342 (blue). Results show phot0血Cr0即'aphsrepresentative of3 血dependent experilnents.
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次に、ドパミンによる他の蛋白質の核移行に対する影響について検討した。ミクログリ
アにおいて、 LPS 刺激により mitogen・activated protehl Mnase (N仏PK)の一種である P38
MAPK が、廿ansf0血ing即'OMhfactor(TGF)・β1 刺激により転写因子である Smad2 が、それ
ぞれりン酸化され核移行することが知られている 65,66)。そこで、 BV、2 細胞における P38
MAPK 及び Smad2 の核移行に対するビンブラスチン及びドパミンの影響について、
Westem bl0此hlg により検討した。 Lps a0 μg'mL)刺激は、 whole ceⅡ lysate における P38
MAPK 量に影響を与えなかったが、核画分、細胞質画分及ぴ Wholece111ysate でのりン酸
化 P38N仏PK 量は、 LPS 刺激 30分後をピークとして増加し、刺激 3時間後には無処置
と同程度まで減少した。この各画分でのりン酸化 P38N仏PK 量の増加と減少過程に、30μM
ドパミン及び 03μM ビンブラスチンは影響を与えなかった qig.22A,B)。これらの結果よ
り、 BV・2 細胞において、 LPS 刺激によるりン酸化 P38N仏PK の核移行には微小管輸送系
は関与しないこと、またその核移行にドパミンは影響を与えないことが示唆された。一方、
TGF・β1(1n創mL)刺激は、 wholeceⅡlysate における Smad2 量に影響を与えなかったが、
核画分、細胞質画分及び Wholece111ysate でのりン酸化 Smad2 量は、 TGF、β1 刺激により
経時的に増加した。この核画分でのりン酸化 Smad2 量の増加は、03 μM ビンブラスチン
により抑制されたが、細胞質画分及び Wholece111ysate でのりン酸化 Smad2 量の増加にビ
ンブラスチンは影響を与えなかった四ig.23A)。また、30μM ドパミン前処置もビンブラス
チンと同様に、核画分での TGF・β1 刺激によるりン酸化 Smad2 量の増加を抑制したが、
細胞質画分及び Wholece111ysate でのTGF・β1 刺激によるりン酸化 Smad2 量の増加には影
響を与えなかった(Fig.23B)。これらの結果より、 TGF、β1 刺激によるりン酸化 Smad2 の
核移行には微小管輸送系が関与すること、ドパミンはその核移行を抑制することが示唆さ
れた。以上の結果から、ドパミンは微小管輸送系を阻害することにより NF、KB の核移行を
抑制することが強く示唆された。
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Fi弩Ure.22 Effects of vinblastine and DA on l'PS、induced nuclear 廿anslocation of p、P38 in BV.2
Ce11S.
(A) ceⅡS were h'eated forthe indicated times with l0 μg/mL Lps m the absence or presence of03 μM
Vinblastine. The ce11S were harvested a11d subjected to subce11Ular 丑'actionation. The 6'actions 、¥ere
analyzed by westem bl0廿血g with anti・P38 and anti・phosphorylated P38 antibodies. Results show blots
representative of3 independent experiments.
(B) ce11S were treated with 30 μM DA for 24 h. The ce11S were haNested and subjected to subce11Ular
丘actionation. The 丘'actions were analyzed by westem bl0廿ing with anti・P38 and anti・phosphorylated P38
antibodies. Results show blots representative of3 independent experiments.
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Figure.23 Effects of vinblasune and DA on TGF・β1、induced nuclear translocauon of p、smad2 in
BV・2 Ce11S.
(A) ce11S were treated forthe indicated times with l ng mL TGF.βlin the absence or presence ofo.3 μM
Vinblastine. The ce11S 、vere harvested and subjected to subce11Ular 丘'actionation. The 丘'actions were
analyzed by westem blottⅡlg with anti・smad2 and anti・phosphorylated smad2 antibodies. Results show
blots representative of3 i11dependent experiments.
(B) ce11S were h'eated W北h 30 μM DA for 24 h. The ce11S 、¥ere halYested and subjected to subce11Ular
丘actionation. The 丘'actions 、vere analyzed by westem blotting with anti・smad2 and anti.phosphorylated
Smad2 antibodies. Results sho、N blots representative of3 i11dependent experiments.
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1.6 マウス初代培養ミクログリアにおける LPS 刺激による N0 産生及びサイトカイン発
現誘導に対するドパミンの影響
ドパミンによる N0 産生抑制作用がマウス初代培養ミクログリアでも同様にみられるか
否かを明らかにする目的で、 LPS 刺激による N0 産生に対するドパミンの影響について、
GdesS 法により検討した。 BV・2 細胞と同様に、 0.1μ創mLLPS の 24時間刺激による NO
産生量の増加は、ドパミン a・100μM)の 24時間前処置により濃度依存的に抑制された
(Fig.24A)。次に、マウス初代培養ミクログリアにおけるドパミンの N0 産生抑制作用への
ドパミン受容体の関与について検討した。 D1様受容体遮断薬 SCH、23390a0μM)は、ドパ
ミン a0μM)前処置による N0 産生抑制作用に影響を与えなかったが、 D2様受容体遮断
薬 SUIPMde(10 μM)はドパミンの N0 産生抑制作用を有意に阻害した四ig.24B)。また、
D1様受容体作用薬 CY208-243a0μM)の 24時間前処置は、 LPS 刺激による N0 産生量
の増加に影響を与えなかったが、 D2様受容体作用薬 bromocdptme(10μM)の 24時間前処
置は LPS 刺激による N0 産生量の増加を有意に抑制した(Fig.24C)。さらに、ドパミンに
よる N0 産生抑制作用は、10mMNAC の存在下で有意に阻害された(Fig.24D)。以上の結
果から、マウス初代培養ミクログリアにおけるドパミンの N0 産生抑制作用には、 D2様受
容体を介した作用及びドパミンキノンを介した作用の 2 つの作用が存在することが示唆
された。
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Figure.24 DAattenuates LPS・iduced No production in primary micr0客lia ce11S.
(A) ce11S were treated with DA atthe indicated concen廿ations for 24 h. Then the ce11S were treated with
0.1 μg/mL Lps for 24 h.1he ni廿ite levels were dete血i11ed by Griess assay. Results shoW 壮le mean 士
S.e. obtai11ed 丘'om 4 i11dependent exper血ents.**P く 0.01. VS.0.1 μg/11止 LPS.(B) ceⅡS were 訂・eated for
24 h with l0 μM DA h1壮le absence or presence of l0 μM SCH・23390 or l0 μM SUゆiride. Then the ce11S
Were 廿eated with o.1 μg/mL Lps for 24 h. The ni訂'ite levels were deten血led by Griess assay. Results
ShoW 壮le mea11 士 S.e. obtahled 丘om 3 血dependent exper血ents.*P く 0.05,**P く 0.01.(C) ce11S were
廿eated with l0 μM CY 208-243 0r l0 μM bromocdpthle for 24 h. nen 壮le ceⅡS were treated with o.1
μ今/mL Lps for 24 h. The niu'ite levels 、vere determined by GHess assay. Results shoW 壮le mean 土 S.e.
Obtahled 丘'om 3 血dependent exper血ents.**P く 0.01. VS.0.1 μg/11止 LPS.(D) ce11S were 廿eated for24 h
With l0 μM DA 血 the absence or presence of lo mM NAC. Then 伽e ceⅡS weretreated with o.1 μg/n止
LPS 血r24 h. The nih'ite levels were detemli11ed by Gdess assay. Resultsshow the me飢士 S.e. obta血ed
丘om 4 independentexper血ents.**P く 0.01.
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次に、マウス初代培養ミクログリアにおいて、ドパミンがサイトカイン発現誘導抑制作
用を示すか否かを明らかにする目的で、 LPS 刺激によるサイトカイン及び iNosmRNA の
発現誘導に対するドパミンの影響について、real、time RT、PCR 法により検討した。 BV、2 細
胞と同様に、1ng'mLLPS の 9時間刺激によるサイトカイン及び iNosmRNA の発現誘導
は、ドパミン a・100μM)の 24時間前処置により濃度依存的に抑制された(F喰.25A、D)。
次に、マウス初代培養ミクログリアにおける NF、KB の核移行に対するドパミンの影響を検
討する目的で、細胞質画分、核画分及び Wholece111ysate の各細胞画分における NF、KBP65
量及び IKBα量を Westembl0廿ing により検討した。 Lpsan創mL)の 1時間刺激は、細胞
質画分及び WholeceⅡ lysate での NF・KB P65 量に影響を与えなかったが、核画分での
NF・KBP65 量を増加させた。この核画分での NF、KBP65 量の増加は、10μM ドパミンの 24
時間前処置により抑制された。一方、ドパミン前処置はLPS 刺激後の Wholece111ysate に
おける IKBα量の減少に影響を与えなかった(Fig.26)。これらの結果から、マウス初代培
養ミクログリアにおいてもドパミンは、NF・KBP65 の核移行を抑制することにより、N0 産
生やサイトカイン m圏A の発現誘導を抑制していることが示唆された。
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ドパミンは、 DI~D5 受容体に作用することにより、その生理作用を示すことが知られて
いる 67'御。本研究において、 BV.2 細胞には D1様受容体のーつである D5 受容体及び D2
様受容体のーつである D2 受容体の mRNA の発現がみられたが(Fig.4)、 BV、2 細胞にお
けるドパミン前処置による N0 産生抑制作用やサイトカイン mRNA 発現誘導抑制作用は、
D1 様受容体遮断薬 SCH・23390 及び D2 様受容体遮断薬 Sulpiride により阻害されなかっ
た(Fig.5A,6)。また、 D1 様受容体作用薬 CY・208-243 及び D2 様受容体作用薬
bromocdptine 前処置は、LPS 刺激による N0 産生やサイトカイン mRNA の発現誘導に影
響を与えなかった(F地.5B,フ)。これらの結果は、 BV、2 細胞において、ドパミンが、ドパミ
ン受容体を介さずに LPS 刺激による N0 や炎症性サイトカイン産生を抑制していること
を示唆している。一方、マウス及びラット初代培養ミクログリアにおいて、ドパミンが DI
及び D2 受容体を介して、 LPS 誘発 N0 産生を抑制することが報告されている鋤。本研0
究において、マウス初代培養ミクログリアには D1様受容体のーつである D1 受容体及び
D2 様受容体のーつである D2 受容体の mRNA の発現がみられ佃ig.4)、マウス初代培養ミ
クログリアにおける LPS 刺激による N0 産生は bromocdptme 前処置により抑制された
(Fig.24C)。また、ドパミンによる N0 産生抑制作用は SUIPMde により阻害された伊ig
24B)。これらの結果は、マウス初代培養ミクログリアにおいて、ドパミンが D2 受容体を
介して LPS 刺激による N0 産生を抑制していることを示唆している。本研究における
BV・2 細胞での結果とマウス初代培養ミクログリアでの結果の相違、及び過去の報告との相
違は、ドパミン受容体刺激後の細胞内シグナル伝達系の強度や経路が、用いた細胞により
異なっていることに起因しているのかもしれない。この相違については今後の検討課題で
はあるが、ミクログリアにおけるドパミンの N0 産生抑制作用には、ドパミン受容体を介
した機構及びドパミン受容体を介さない機構の 2 つの機構が存在することが明らかにな
つた。
ドパミンは、自動酸化によりスーパーオキシドアニオンや H202 などの活性酸素やドパ
70,71)ミンキノンを生成することが知られている 。ラットのメサンギウム細胞において、
H202 は丘・1 誘発 N0 産生を抑制すること 72)、ラットの C6 神経勝腫細胞において、
エ・dopa の自動酸化により産生されたスーパーオキシドアニオンは、LPS征NF、γ誘発 N0 産
生を抑制することが報告されている乃)。また、ヒト躋帯静脈内皮細胞株 11WECS 細胞に
おいて、ディーゼノレエンジンの排気に含まれる微粒子成分である DieselexhaustparticleS 処
置によって誘導される活性酸素が TNF・α及び丘、6 を発現誘導することが報告されてぃ
る 74)。本研究では、 H202 及びスーパーオキシドアニオンは、 BV、2 細胞での LPS 刺激に
よる N0 産生及びサイトカイン mRNA 発現誘導に影響を与えなかった佃ig.10,11)。これ
らの結果の相違は、細胞種の違いによるものかもしれないが、詳細については不明である。
ドパミンキノンは、蛋白質のシステイン残基と結合することによりキノプロテイン化す
考察
ることが知られており、トリプトファンヒドロキシラーゼやドパミントランスポーターを
52,54)阻害することが報告されている 。 NAC は、ヒドロキシラジカノレなどのフリーラジカ
ルを消去すると共に、ドパミンキノンに結合し、蛋白質のキノプロテイン化を抑制するこ
75,76)とが知られている 。また、 NAC は、ドパミンの自動酸化を抑制することが報告され
ている 7フ)。本研究において、 BV、2 細胞でのドパミンによる N0 産生抑制作用及びサイト
カイン mRNA 発現誘導抑制作用は、 NAC により阻害された価ig.8,9)。また、マウス初代
培養ミクログリアにおいても、 NAC はドパミンによる N0 産生抑制作用を阻害した四ig
24D)。さらに、 BV・2 細胞において、ドパミン処置によるキノプロティン量の増加は四ig
14A)、 NAC により阻害された(Fig.14B)。これらの結果より、ドパミンはドパミンキノン
の生成を介して、細胞内の蛋白質をキノプロテイン化することにより、N0 産生や炎症性サ
イトカイン産生を抑制していることが示唆された。このことは、BV,2 細胞において、LPS 刺
激による N0 産生やサイトカイン mRNA の発現誘導がドパミンとチロシナーゼを共存さ
せることにより抑制されること四ig.12,13)、キノプロティン量がドパミンとチロシナーゼ
を共存させることにより増加することからも支持される(Fig.14C)。
炎症性サイトカインや iNOS の発現誘'には、 NF、KB が重要な転写因子であることが知
られている 78'8の。また、 BV、2 細胞やマウスミクログリア株 N9 細胞において、 LPS は、
NF・KB を介して INF・α、1L・1β及びル・6 や iNOS を発現誘導することが報告されている
43,58,8D。本研究では、 BV・2 細胞において、 LPS 刺激により NF、KB の転写活性が上昇し、
この上昇はドパミン前処置により抑制された四ig.15)。また、 BV、2 細胞及びマウス初代培
養ミクログリアにおいて、 LPS 刺激による核画分での NF、KBP65 量の増加は、ドパミン前
処置により抑制された(Fig.16,26)。これらの結果は、ミクログリアにおいて、ドパミンが
NF・KB を介して N0 産生や炎症性サイトカイン産生を抑制していることを示唆している。
このことは、 BV・2 細胞での免疫染色の検討において、 LPS 刺激後の NF、KBP65 の核への
移行がドパミン前処置により抑制されたことからも支持される佃ig.17)。一方、 BV、2 細胞
やマウス初代培養ミクログリアにおいて、 LPS 刺激による IKBα量の減少にドパミン前処
置は影響を与えなかった(Fig.16,26)。これらの結果より、ミクログリアにおいてドパミン
は、 NF・KB の核移行を抑制することにより、 N0 産生や炎症性サイトカイン産生を抑制し
ていることが示唆された。また、 M・KBP65 とβ・tubulin の免疫染色による検討により、ビ
ンブラスチンは微小管構造を変化させ、 NF・KBP65 の核移行を抑制したがぜig.19,21)、ド
パミンは微小管の構造に影響することなく、 NF・KBP65 の核移行を抑制することが示され
た(Fig.2D。これらの結果から、ドパミンは微小管を介した NF、KB の核への輸送を阻害し
ていることが示唆された。このことは、ドパミンが LPS 刺激による微小管を介さない P38
MAPK の核移行には影響を与えなかったが、TGF・β1 刺激による微小管を介した Smad2 の
核移行を抑制したことからも支持される 4ig.22,23)。SH、SY5Y 細胞において、β、tubulin は、
ドパミンキノンによりキノプロティン化されることが報告されている 82)。本研究において、
BV・2 細胞でのドパミンによる NF・KB P65 の核移行抑制作用は、 NAC により阻害された
38
(F地.18)。これらのことから、 BV・2 細胞において、ドパミンはドパミンキノンの生成を介
して微小管構成蛋白質をキノプロテイン化することにより、 NF、KB の微小管を介した核へ
の輸送を抑制している可能性が考えられた。
種々の神経変性疾患において、炎症性サイトカインの病態進行への関与が示唆されてい
る 83'鋤。第二章では、加νiか0 でみられたドパミンの炎症性サイトカイン産生抑制作用が、
加νiv0 においても同様にみられるか否かを明らかにすることを目的に検討を行った。
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第 2 章脳内の炎症性サイトカイン産生に対するドパミンの影響
ドパミン神経細胞の神経核は主に黒質緻密部、腹側被蓋野、赤核後核に存在し狗、線条
体や大脳皮質などに投射してぃる鋤。また、間脳から脊髄に投射する下行性のドパミン神
経細胞も存在する狗。種々の神経変性疾患患者の脳内において、ドパミン神経細胞の脱落
によりドパミン量が減少していること 89'94)、炎症性サイトカインが増加してぃることが報
15,17,18,20,95)告されている 。また、第一章において、加νiか0 の実験系でドパミンがミクログ
リアによる炎症性サイトカイン産生を抑制することを示した。これらのことから、ドパミ
ンが脳内においてミクログリアからの炎症性サイトカイン産生を抑制し、脳内の炎症制御
に重要な役割を果たしている可能性が考えられる。
96,1・Me壮lyl-4・phenyl-1,2,3,6・te廿ahydropyridine(入伊TP)は、選択的なドパミン神経毒であり
97)、脳内のアストロサイトに取り込まれ、 mon0卿ineoxidase、B(N仏0、B)により酸化されて
MPP、となる。 MPP、は、アストロサイトから放出され、ドパミントランスポーターを介し
てドパミン神経細胞に選択的に取り込まれ、ミトコンドリアの電子伝達系の複合体1を阻
害し、ATP 合成を障害することにより細胞死を引き起こす 91,卿。マウスやラットにおいて、
MPTP の投与により黒質のドパミン神経細胞に細胞死が誘導され、線条体でのドパミン量
が減少し、パーキンソン様症状が誘発されることが報告されてぃる 99,1゜の0
L3,4・dihydroxyphenylala11ine(L・dopa)は、ドパミンの前駆体であり、パーキンソン病治療
薬として知られている 1゜1,1侃)。末梢投与されたし、dopa は、中性アミノ酸トランスポーター
を介して脳内に取り込まれ、芳香族アミノ酸脱炭酸酵素(AADC)によりドパミンへと変換
される鵬'1仍)。また、 L・dopa は、 AADC 阻害薬 Carbidopa との併用により脳への移行が上
昇し、線条体のドパミン量が著明に増加することが報告されてぃる'゜6)0
本章では、N佃TP を用いて脳内ドパミン量を減少させた時及びし、dopa を Carbidopa と共
に投与することにより脳内ドパミン量を増加させた時の C57BU6 マウス脳内の炎症性サ
イトカインの産生を検討することで、脳内での炎症性サイトカインの産生におけるドパミ
ンの役割について検討した。
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D 薬物
1・Methyl-4・phenyl-1,2,3,6・te廿ahydropyHdine (N伊TP)は Si師a より購入した。
L・3,4・dihydroxyphenylala11ine (L・dopa)及び Carbidopa は LKT Laboratodes,1nc (st, paul, Nn、1,
USA)より購入した。抗 Wrosine hydroxylase (TH)抗体は、 sa11ta cruz Biotecn010部より購
入した。その他の試薬は WakopurechemicalS より購入した。
2)動物及び薬物投与
実験に供した 8-10 週齢の C57BL/6 マウスは透明ケージで飼育し、室温:22 土 1゜C、照
明時間:1日 12時間の条件下で、餌と水を自由に摂取させた。動物実験の飼育、実験等は
すべて日本薬理学会の動物実験に関する指針に基づき、摂南大学の動物実験に関する規定
に従い実施した。ドパミン神経障害の誘'は、マウス腹腔内に N佃n(25mg/kg)を 2時間
毎に 4 回投与することにより行った。 L・dopa(50mgkg)は、 carbidopa(5 m矧k幻と共にマ
ウス腹腔内に 1日 1 回、合計 3 回投与した。中枢神経系の炎症は、 LPS(5mgkg)を腹腔
内に投与及び 5・μL マイクロシリンジを用いて 2 μL の LPS (12.5 μ創μL)を線条体内
[bre師a から前方へ 0.6mm、正中より右イ則へ 1.8mm、深さ 3.5,ⅢⅡの位置]1゜フ)に投与す
ることにより誘導した。また、対照として腹腔内及び線条体内に Saline を投与した。
実験方法
3)運動機能の評価
マウスの運動機能は、ローターロッド試験により評価した。マウスを 16rpm で回転する
ローターロッドトレッドミル上に乗せ、10分間 X 3 回の歩行訓練を 2日行った後、 24
印m で回転する口ーターロッドトレッドミル上にマウスを乗せてから落下するまでの時間
を測定した。測定は 600秒間行い、落下しなかったマウスの装置上滞在時間を 600秒と
した。10分間隔で 3 回試験を行い、その平均値を装置上滞在時間とした。
4) RNA の調製
薬物投与後、マウスを抱水クロラール麻酔下にて、右心房を切開し、左心室から体重量
と同量 amL侶)の PBSωを港流することにより脱血した後、線条体、海馬、大脳皮質及
び中脳を摘出した。組織重量の 10 倍量の SVRNALysis BU丑'er(promega)を加え、ホモジ
ナイザー(AS 0江, osaka,Japatl)を用いて組織をホモジナイズした後、第一章の方法に準
じて則A を調製した。
5) Real・timeRT、PCR
第一章に示した方法及び下記の方法で real、time RT、PCR を行った。プライマーは、第一
章に示したものと下記に示したものを用いた。
PCR 条件
. TH、 doP田11ine tr田Isporter ΦAT)
(95゜C I0秒、 53゜C 20秒、 72゜C 20秒を 40 サイクノレ)
プライマーデザイン
Gene
TH f0則ard
TH reverse
6) NBT/81ycinateassay
薬物投与後、マウスを抱水クロラール麻酔下にて、右心房を切開し、左心室から体重量
と同量 amL偲)の PBS(・)を濯流することにより脱血した後、線条体を摘出し、組織重量
の 10 倍量の lysis bU任er(137 mM Nacl、 8.1 mM Na21炉04:12H20、 2.68 mM KCI、 1.47 mM
KH2P04、1%NP・4のを加え、ホモジナイザーを用いて組織をホモジナイズした。氷上で 20
分間静置した後、 4゜C、17,40o x g で 5分間遠心し、上清を試料とした。試料を蛋白質定
量した後、 100μg の蛋白質を含む試料 200μL を、 1mL の NBT/glycinate 溶液(024mM
NBT、 2 Mpotassi血 glycinate、 PH I0.0)と混合し、暗室で穏やかに振湯しながら 2時間イ
ンキュベートした。 20゜C、 17,400ゞg で 5分間遠心することにより、生成した NBT ホノレ
マザンを沈降し、沈査を 2NHC1 で洗浄した後、300μL の DMS0 で可溶化し、吸光度(λ=
530血)を測定することにより、キノプロテイン量を測定した。
DATfoNard
Sequence
5'・GTTGGCTGACCGCACATrT、3'
DATreverse
5'・AGCCCCCAGAGATGCAA、3'
5'・CCAGCAATTCAGTGATGACATCA、3'
5'・CAGCATAGCCGCCAGTACAG、3'
フ)細胞分画
薬物投与後、マウスを抱水クロラール麻酔下にて、右心房を切開し、左心室から体重量
と同量 amL侶)の PBSωを濯流することにより脱血した後、線条体を摘出し、組織重量
の 10 倍量の lysis bU丘'er(10 mM1正PES・Ha、1%NP・40、1.5 mMMgC12、10 mMKCI、500 μM
ditMot11reit01、 11nM PMSF、 PH 7.5)を加え、ホモジナイザーを用いて組織をホモジナイズ
した。氷上で 20分間静置した後、 4゜C、 50o x g で 5分間遠心し、上清を細胞質画分と
した。沈澄を 100μL の lysisbU丘er で洗浄した後、 500 × 8 で 5分間遠心し、上清を除
去した。沈澄に 50 μL の SDs lysisbU丑'er(20 mMTds・HCI、 2% SDS、 PH 7.5)を力Uえ、 10分
間ボイリングした。 20゜C、 17,40O X 宮で 5分間遠心し、上清を核画分とした。また、摘
出した線条体に組織重量の 10 倍量の SDslysisbU任er を加えホモジナイズし、 10分間ボ
イリングした。室温、 17,400 × 8 で 5分間遠心し、その上清を Wholece111ysate とした。
8)圦lestemblotting
第一章と同様の方法で、蛋白質バンドを検出した。
9)間接蛍光抗体法による免疫組織染色
薬物投与後、マウスを抱水クロラール麻酔下にて、右心房を切開し、左心室から体重量
と同量(1 mL/g)の PBS (・)を濯流することにより脱血した後、さらに、体重量と同量(1
mL侶)の 4%パラホルムアルデヒド(PFA)を濯流し、固定した。脳を摘出後、 4%PFA で
後固定した後(4゜C、 ovemi帥t)、 30%スクロースを含む PBSωに 24時間浸漬した。 OCT
コンパウンドを用いて一80゜C で脳を急速凍結し六後、クライオスタットを用いて 10山n
の厚さの切片を作製し、スライドガラスに貼付し、乾燥させた(室温、30分)。切片を 0.1%
Triton・× 100 を含む TBS で洗浄した後、 1少、OFBS、 0.5%Tdton、X を含む TBS でブロッキ
ングを行い(室温、 1時間)、 1%FBS、 0.5%Triton、X を含む TBS で希釈した抗 lba、1 抗体
(1:50のと 4゜C で一晩反応させた。切片を 0.1%Triton、× 100 を含む TBS で洗浄した後、
1% FBS 、 0.5% Tdton・X を含む TBS で希釈した Alexa Fluor568 標識抗 rabbitlgG 抗体
U:30のと室温で 2時間反応させた。切片を 0.1%Triton、× 100 を含む TBS で洗浄した後、
フルオロマウントを用いて封入し、蛍光顕微鏡で観察した。1ba、1 陽性細胞数を計測後、1
あたりの細胞数を算出しグラフ化した。
10)間接酵素抗体法による免疫組織染色
薬物投与後、マウスを抱水クロラール麻酔下にて、右心房を切開し、左心室から体重量
と同量(1 mL/g)の PBS (・)を濯流することにより脱血した後、さらに、体重量と同量 a
mL/g)の 4% PFA を濯流し、固定した。脳を摘出後、 4% PFA で後固定した後(4゜C、
Ovemight)、 30%スクロースを含む PBS (・)に 24時間浸漬した。 OCT コンパウンドを用
いて一80゜C で脳を急速凍結した後、クライオスタットを用いて 30 山n の厚さで連続切片
を作製し、切片を PBS(・)に浮遊させた。切片を PBS(・)で洗浄した後、 0.09%H202 を含
む PBS(・)溶液で 20分間インキュベートすることにより内因性 Peroxidase を不活性化し
た。 PBS(・)で洗浄後、 1%FBS、 0.5%Tdton・X を含む TBS でブロッキングを行い(室温、
30分)、 1% FBS、 0.5% Tdton・X を含む TBS で希釈した抗瞭抗体 a:30の及び抗 lba、1
抗体 a:50のと 4゜C で一晩反応させた。切片を PBS (・)で洗浄した後、 1% FBS、 0.5%
Tdton・X を含む TBS で希釈した HN 標識抗 rabbitlgG 抗体(1:20のと室温で 1時間反
応させた。切片を 0.1% Tdton・× 100 を含む TBS で洗浄した後、 1mmpactN D綿(vector
Laboratodes, CA, USA)を用いて発色させた。切片をスライドガラスに貼付し、乾燥させた
後(室温、ovemight)、Hematoxylin により対比染色を行い、e壮1即01 による脱水及び Xylene に
よる透徹後、マウントクィックΦaidosa11WO, Tokyo,Japarl)により封入し、光学顕微鏡で
観察した。黒質の TH 陽性細胞数は、作製した黒質の連続切片のうちの三分のーの枚数を
計測後、黒質あたりの数を算出しグラフ化した。線条体の 1質の染色強度の計測及び lba、1
?
?
陽性細胞数の計測では、投与位置から前方 0フmm、後方 1.8mm 内の線条体より、クライ
オスタットを用いて 30μm の厚さで連続切片を作製し、10 枚に 1 枚を染色し、各検討で
8 枚/個体の切片を計測した。 TH の染色強度は、1mageJS0負Ware を用いて、 DAB の染色
像を抽出し、デンシトメーターにより定量化した。1ba、1 陽性細胞数の計測は、上記 9)の
方法に準じて行った。
Ⅱ)データ解析
実験結果は、 3・7 例の平均値士 S.E.M
を行った。
として表し、第一章と同様の方法で有意差検定
2.1脳内での炎症性サイトカイン産生に対するドパミン神経障害の影響
MPTP はドパミン神経細胞を選択的に障害し、パーキンソン病と類似した行動障害を引
108,109)き起こすことが知られている 。そこで、脳内での炎症性サイトカイン産生に対する
内因性のドパミンの影響を検討する目的で、マウス腹腔内に N佃TP を投与することにより
ドパミン神経障害を誘導した。
マウス腹腔内に N伊TP(25mgkg X 4)を投与し、3日後に口ーターロッド試験により運
動機能を評価した。 MPIP 投与群のマウスの運動機能は、対照群と比較して有意に低下し
ていた四ig.27)。中脳におけるり,rosinehydroxy1岱e(TH)及び doP血ineh'ansporterΦAT)の
mRNA 量を real・time RT・PCR 法により検討した結果、 MPTP 投与 3日後において、中脳
の TH 及び DAT の mRNA 量は、対照群と比較して有意に減少していた佃ig.28A,B)。ま
た、黒質における TH 陽性細胞数を免疫組織化学的手法により検討した結果、N伊TP 投与 3
日後において、黒質の TH 陽性細胞数は、対照群と比較して有意に減少していた(Fig.29)。
これらの結果から、 N佃TP 投与によりドパミン神経障害が誘導され、脳内ドパミン量が減
少することにより運動機能が障害されていることが示唆された。
実験結果
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Figure.27 MPTpinduces motor dysfUⅡCtion in C57BL/6 mice.
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F電Ure.28 MPTpdecreases mRNAlevels ofTH and DAT in midbrain.
Mice were ad111inistered with 25 mgkg N佃Tp i.P. fourt血es at 2 h 血teNals. Mice were sacH丘Ced 3 days
a丑er N佃Tp adln血iS廿ation, and the mRNA levels ofTH (A) and DAT 但)血 midbra血 Were exalnhled by
real-thne RT・PCR. The mRNA levels ofTH a11d DAT were nonnalized t0 β一acthl and were expressed as
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Figure.29 N佃TP 血duced loss ofDAneuronsin midbrain.
Mice were a血limstered wi小 25 mgkB N佃Tp i.P. fourt血es at 2 h intervals.(A) Mice were sacri負Ced 3
days a丑er N佃Tp adln血isu'ation,鬮d bra血 Sections were i廸n如Osta血ed for TH. Representative
Photogaphs of TH expression in substantia niga 血 Con壮'01 田ld 入佃TP・訂'eated lmce are shown. Results
Show photogaphs representative of3 independent exper血ents.但) ne nulnber ofTH・positive ce11S 血
the subS伽ltia niga is shown. Results show the mea11 士 S.e. obtai11ed 丘'om 3 independent exper血ents.
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マウスに LPS を腹腔内投与することにより、海馬や大脳皮質において INF.α、丘、1β及
び IL、6 等の炎症性サイトカインが産生されることが知られてぃるΠ゜'Ⅱ2)。そこで、線条体
での炎症性サイトカイン産生に対する LPS 腹腔内投与の影響について、real、time RT、PCR
法により検討した。 LPS (5 mg/kg)腹腔内投与により、線条体の IM・α、丘・1β及び丘、6
mRNA 量は、投与 3時間後をピークとして一過性に増加した佃ig.30A、の。次に、 MPTP
投与によりドパミン神経障害を誘導したマウスを用いて、 LPS 腹腔内投与による線条体で
の炎症性サイトカイン産生に対するドパミン神経障害の影響について real、time RT、PCR 法
により検討した。 LPS(5 mgkg)投与 3時間後における線条体の INF、α及び丘、1βの
mRNA 量の増加は、 N伊TP(25mg/'kg X 4)投与群で有意1一促進された佃喰.31A,B)。また、
LPS 投与による丘・6 mRNA 量の増加も、 MPIP 投与群で促進される傾向を示した qig.
31C)。
次に、線条体のキノプロティン量に対する N伊TP 投与の影響について、 NBT侶lycinate
賀Say により検討した。 N伊TP(25mgkg X 4)投与 3日後において、線条体のキノプロテ
イン量は、対照群と比較して有意に減少していた(Fig.32)。
これらの結果から、ドパミン神経が障害されることにより、ドパミンキノンの生成を介
した蛋白質のキノプロテイン化が減少した結果、内因性ドパミンによる炎症性サイトカイ
ン産生抑制作用が減弱し、LPS 投与による線条体での炎症性サイトカイン産生が促進する
ことが示唆された。
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FigⅡre.311'oss ofdopaminergic neuron enhances the l'PS.induced mRNAexpressions ofcytokines
in striatum.
Mice were adm加istered with 25 mg/'kg 入伊Tp i.P. four t加es at 2 h inteNals. LPS (5 mg'kg) was
adlnmistered ip.3 days a丘er N伊Tp ad111inisu'ation. Mice were sacd丘Ced 3 h a丑er Lps admi11iS訂'ation,
飢d 血e mRNA levels of TNF・α(A),丘・1β但) and 丘・6 (C) i11S訂'ia仙n were exalni11ed by real、t血e
RT-PCR. The mRNA levels ofcytokines were nonnalized t0 β一act血 a11d were expressed as relative to the
expression level ofLPS-admimstrated 即'OUP, WMch was arbi廿arily set as l.0. Results shoW 壮le mean 士
S.e. obtai11ed 丘'om 4-6 血dependent experhnents.**P く 0.0I VS. sa1註le.adnlinisu'ated con訂'01,P く 0.05
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Fi晋Ure.321'oss ofdopaminer套ic neuron decreases t五e levelofqⅡinoprotein 加 StriatⅡm.
Mice were adlni11istered with 25 mgkg N佃Tp ip. fourt血es at 2 h 血tervals. Mice were sacri丘Ced 3 days
a介er N伊Tp adlniniS廿ation, and 壮le quinoprote血 level hl sh'ia仙n was determhled by NBT/glycinate
assay. The qui110protein level was expressed as relative to the level ofsa1血e, which was arbi廿'arily set as
1.0. Results shoW 壮le mean 士 S.e. obta血ed 丘'om 4 血dependent exper加ents.*P く 0.05 VS.
Sali11e-adlni11iS訂'ated contr01.
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22 脳内での炎症性サイトカイン産生に対するし、d叩a 投与の影響
ラットやネコにおいて、 L・dopa を腹腔内投与することにより脳内のドパミン量が増加す
106,113)ること、carbidopa の併用によりその増加が著明に促進されることが報告されている0
そこで、脳内ドパミン量を増加させることで炎症性サイトカイン産生を抑制することがで
きるか否かを明らかにする目的で、 LPS の腹腔内投与による線条体でのサイトカイン産生
増加に対するし・dopa 及びし・dopa と Carbidopa 投与の影響について、 real、timeRT、PCR 法
により検討した。
LPS(5mg'kg)投与 3時間後における線条体の TNF、α、1L、1β及び丘、6 の mRNA 量の
増加は、 L・d叩a(50 mg/kg)単独投与群及び Carbidopa(5 mgkg)単独投与群では変化がみら
れなかったが、 L・d叩田Carbidopa(50 mg/kg,5 mgkg)投与群で有意に抑制された四ig.33A 、
の。また、 L・d叩a 及び Carbidopa 投与による線条体のキノプロテイン量に対する影響につ
いて、 NBT/glycinate 鴫Say により検討した。線条体のキノプロティン量は、 L、dopa 単独投
与群及び Carbidopa 単独投与群では変化がみられなかったが、 L、d叩a/carbidopa 投与群にお
いて有意に増加していた(Fig.34)。さらに、線条体から調製した各細胞画分における NF、KB
P65 量及び IKBα量に対する LPS 及びし・doPωCarbidopa 投与の影響について、 westem
bl0廿ing により検討した。 LPS 投与 1時間後における細胞質画分及び Wholece111ysate の
NF・KB P65 量は変化しなかったが、核画分の NF、KB P65 量は増加し、この核画分での
NF・KB P65 量の増加は、 L・dopa/'carbidopa 投与群では抑制された qig.35)。また、 wholece11
Iysate の IKBα量は、 LPS 投与により減少したが、この減少はし、doPωCarbidopa 投与群で
も同様にみられた。
マウスに LPS を投与することにより、海馬や大脳皮質においてミクログリアのマーカー
である lba・1 陽性細胞数が増加することが報告されている山,山)。次に、 LPS 投与後の線
条体でのミクログリアの活性化について、抗 lba、1 抗体を用いて免疫組織化学的手法によ
り検討した。 LPS(5m創kg)投与 24時間後において、線条体での lba.1 陽性細胞は、細胞
体が肥大化しており、ミクログリアの活性化の典型的な形態変化を示していた(Fig.36A)。
また、線条体での lba・1 陽性細胞数は LPS 投与により著明に増加した佃ig.36B)。この
LPS 投与による lba・1 陽性細胞の形態変化及び lba、1 陽性細胞数の増加は、
L・d叩ωCarbidopa(50 m創k号,5 mgk今)投与群で抑制された。これらの結果から、ドパミンは
脳内において、ドパミンキノンによる蛋白質のキノプロティン化を介して NF、KB の核移行
を阻害することにより、ミクログリアからの炎症性サイトカイン産生を抑制することが示
唆された。
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FigⅡre.33 Effects of l'・dopa and carbidopa on LPS-induced mRNA e叉Pressions of cytokineS 加
Striatum.
Mice were adlnhlistered with 50 mg'kg L・dopa 砥ldor 5 mg/kg carbidopa i.P. once a day for 3 days. LPS
(5 mgkg) was admhlistered i.P.2 h a丑erthe 丘nal adlnmiS訂'ation ofthe drugs. Mice were sacri丘Ced 3 h
a丑er Lps adln血iS廿ation,釘ld 仙e mRNA levels ofTNF・α(A),1L・1β(B)釘ld 丘・6 (C)in S訂'ia仙n were
exami11ed by real・thne RT-PCR. The mRNA levels of cytoki11es were normalized t0 β、act血 and were
expressed as relative to the expression level ofLps alone, which was arbi廿arily set as l.0. Results show
the me釘1 土 S.e. ob仇i11ed 丘om 3 i11dependent exper血ents.**P く 0.01
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Fi留Ure.34 Effects ofl,-dopa and carbidopa on the level ofquiⅡOprotein in striatum.
Mice were adlnmistered with 50 mg/'kg L・dopa 田ldor 5 mg/kg carbidopa ip. once a day for 3 days. Mice
Were sacri6Ced 2 h a介er 血e final adnlhliS加tion of壮le drugs a11d 血e qU血Oprotei111evel hlS訂'iat噂I was
dete血血ed by NBT/glychlate assay. The qU註10prote血 level was expressed as relative t0 壮le level of
Sa1丘le, which was arbi訂'arily set as l.0. Results shoW 杜le mean 土 S.e. obtai11ed 丘'om 4 independent
exper血ents.**P く 0.01
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F電Ure.35 Effects of夏'・dopa and carbidopa on translocation ofNF-KB P65 Subunit and de琴radation
OflKBa by Lps in striatⅡm.
Mice were adlnhlistered wi壮150 mgkg L・dopa a11dor 5 mgkg carbidopa i.P. once a day for 3 days. LPS
(5 mgkg) was ad111hlistered ip.2 h a介er the 丘11al adnliniS訂'ation of壮le drU8S. Mice were sacd丘Ced l h
a介er Lps adnlimS廿ation,飢d 壮le brai11tissues were subjected to subce11Ulal'負'actionation. ne 丑'actions
Were analyzed by westem bl0廿血号 With anti・NF・KB P65 釦d a11ti・1KBa antibodies. Results show blots
representative of3 i11dependent exper血ents.
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Figure.36 Effects of夏'・dopa and carbodopa on 亘'PS-induced activauon ofmicr0套lia 血 Striatum.
Mice were adm加Stered with 50 m名/kg L・dopa 田ld 5 mg/kg carbidopa i.P. once a day for 3 days. LPS (5
mg/kg) was adln血istered ip.2 h a丑er 壮le 負nal adlnhⅡSh'ation of壮le drugs. Mice were sacri6Ced 24 h
a丑er Lps ad111血isn'ation, bram sections were i血nunosta血ed for lba、1.(A) Representative
Photomicrogaphs oflba・1 expression in S訂'iat山n are shown. Results show phot0即'aphs representative of
4 註ldependent exper血ents. scale bar,50 μm.(B) ne n如lber oflba・1・positive ce11S 血 S訂'iat山11is shown.
Resultsshowthe mean 士 S.e. obtai11ed 丘'om 4 加dependent exper血ents.**P く 0.01
(B)
0
巨
「E
'E
^^
』U
.
昌
=
Z
160
140
120
100
**
1.-doP翼/C急rbidopa
LPS
口
20
0
**
???????
???
????
????
?????
?、?
次に、 L・d叩田Carbidopa 投与による線条体での炎症性サイトカイン産生抑制作用が、他の
脳部位でもみられるか否かを明らかにする目的で、 LPS 腹腔内投与による海馬、大脳皮質
及び中脳での炎症性サイトカイン産生に対するし、d叩ωC釘bid叩a 投与の影響にっいて、
real・timeRT・PCR 法により検討した。
LPS (5 mg/kg)投与により、 3時間後の海馬、大脳皮質及び中脳の TNF、α及び丘.1β
mRNA 量は増加した四ig.37)。これらのサイトカイン mRNA 量の増加は、L、d叩a/'carbidopa
(50 mgkg,5 mgkg)投与群で有意に抑制された(Fig.37)。これらの結果から、
L・d叩a/carbid叩a は、脳内において線条体以外の他の部位においても、ミクログリアによる
炎症性サイトカイン産生を抑制することが示唆された。
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Figure.37 Effects of l'・dopa and carbidopa on 夏'PS-induced mRNA expressions of cytokineS 血
hippocampus, cerebralcortex and midbrain.
Mice were adln血istered with 50 mgk8 L・dopa 組d 5 mgkg carbidopa ip. once a day for 3 days. LPS (5
mg/k名) was adln血istered ip.2 h a丑er 廿le 6naladlnhliS廿ation of壮le drugs. Mice were sacd丘Ced 3 h a介er
Lps a血血iS廿ation, a11d 仕le mRNA levels ofTNF・α(A, C, E)田ld 11'・1β但, D, F)inhゆPOC血PUS(A, B),
Cerebralcortex (C, D) and midbra血(E, F) were examined by real、t血e RT、PCR. The mRNA levels of
CytoMnes 、vere nonnalized t0 β一acti11 如d were expressed as relative to the expression level ofLps alone,
Which was arbi廿arily set as l.0. Resultsshow the me飢士 S.e. obtai11ed 丘'om 3 加dependent expe血nents.
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23LPS 線条体内投与による線条体でのサイトカイン産生及びドパミン神経障害に対する
L・dopa/carbidopa 前投与の影響
L・dopa/carbidopa を用いた臨床研究である ELLDOPA study (the Earlier versus Later
LevodopaTherapyinparki11SonDisease)において、 L・dopa/carbidopa 力§パーキンソン病患者に
116)対してドパミン神経保護的に作用する可能性が示されている また、マウス線条体内に0
LPS を投与することにより、線条体で INF、α及び丘、1βが産生されること、ミクログリ
アの活性化がみられること及びドパミン神経障害が誘導されることが報告されている
117-12の。そこで、 L、dopa/carbidopa がミクログリアの炎症性サイトカイン産生を抑制し、ド
パミン神経保護作用を示すか否かを明らかにする目的で、LPS 線条体内投与による炎症性
サイトカイン産生に対するし・dopa/carbidopa 投与の影響について、re田、timeRT、PCR 法によ
り検討した。
LPS(25μg)の線条体内投与により、投与 14日後の IM・α及び丘、1βm卿A 量は、対
側では変化しなかったが、投与倶Ⅱこおいて著明に増加した佃ig.38)。これらの増加は、
L・d叩a/'carbidopa(50m創k底,5mgkg)前投与群で有意に抑制された伍地.38)。
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Figure.38 Effects of l'・dopa and carbidopa on intrastriata1 1'ps administration-induced mRNA
expressions ofcytokineS 血 Striatum.
Mice were administered wi仕150 mgl'k8 L・dopa a11d 5 mgk8 Carbidopa i.P. once aday for 3 days. LPS (25
μg) was adlni11istered 血to the S訂'iat山n 2 h a介erthe flnal adln血istration ofthe drugs. Mice were sacri丘Ced
14 days a丑er Lps adn1血iS廿ation, and the mRNA levels of TNF、α(A) a11d lL、1β田) hlS訂'ia仙n were
exalni11ed by real・t血e RT・PCR. The mRNA levels of cytoki11es were nonnalized t0 β、acth1 飢d were
expressed as relative to the expression level of ゆSilateral side of LPS.sdm血istered mice, which was
arbi廿arily set as l.0. open colU1血 and closed colU1血 Show ipsiratera1 田ld con廿alateral side of
adln血isu'ation, respectively. Results shoW 壮le mean 士 S.e. ob仇ined 負'om 4 independent exper血ents.
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次に、 LPS 投与後の線条体でのミクログリアの活性化について、抗 lba、1 抗体を用いて
免疫組織化学的手法により検討した。
LPS 投与 14日後において、投与側の線条体での lba、1 陽性細胞は、細胞体が肥大化し
ており、活性化ミクログリアの典型的な形態変化を示していたぜig.39A)。また、1ba、1 陽
性細胞数は LPS 投与により著明に増加した(Fig.39B)。この LPS 投与による lba、1 陽性
細胞の形態変化及び細胞数の増加は、 L・d叩ωCarbidopa 前投与群で有意に抑制された。
これらの結果から、 L・d叩ωCarbidopa は、線条体でのミクログリアの活性化を抑制するこ
とにより、LPS 線条体内投与による炎症性サイトカイン産生を抑制することが示唆された。
(A)
SaliⅡe 見・dopa/carbidopa
(B)
Fi晉Ure.39 Effects of l'・dopa and carbodopa on intrastriatal Lps administration、induced activation
Of microglia in striatum.
Mice were ad111血istered wi杜150 mg'kg L・dopa 砥ld 5 mg/kg carbidopa ip. once a day for3 days. LPS (25
μg) was adnlhlistered 加t0 血e S壮'iat山n 2 h a丑erthe 丘11aladln註liS訂'ation ofthe dmgs. Mice were sacri丘Ced
14 days a介er Lps adnlimsh'ation,磁ld 30 μln serial sections were cut 血roU帥 each S訂'ia仙n. Eig11t
Sections per mouse with a 300 μm 血teNal were m11n如Osta註led wi血飢ti、1ba、1 a11tibody.(A)
Representative photomicrogaphs ofi脚n如OMstochemicalS仇ming oflba.1i11S廿ia仙n are shown. scale
bar,50 μm.(B) The n如lber oflba・1・positive ce11S 加 Stda仙n is shown. open colU1血 a11d closed c01如m
Show ipsirateral and contralateral side of adln血iS訂'ation, respectively Results show photogaphs
represen仇tive of4 t05 i11dependent exper血ents or the me如士 S.e. obtained 丘om 3 t05 血dependent
exper血ents.*P く 0.05,**P く 0.01
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次に、LPS 線条体投与後のドパミン神経障害について、抗 TH 抗体を用いて免疫組織化
学的手法により検討した。
LPS(25μ幻線条体内投与により、投与 14日後の投与側での IH の免疫染色の強度は、
Saline 投与群と比較して有意に低下した四ig.4の。この LPS 投与による染色強度の低下は、
L・d叩a/carbidopa(50 mg/kg,5 mgkg)前投与群で有意に抑制された四ig.4の。これらの結果
から、 L・d叩ωCarbidopa はミクログリアからの炎症性サイトカイン産生を抑制することで、
ドパミン神経障害を抑制することが示唆された。
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Fi套Ⅱre.40 Effects of l'・dopa aⅡd carbodopa on 血trastriata11'ps adm血istration-induced decrease
OfTH immunoreacuvity in striatum.
Mice were adnli11istered wi仕150 m留lkg L・dopa a11d 5 mg/kg carbidopa i.P. once a day for3 days. LPS (25
μg) was adln血istered into the S訂'ia仙n 2 h a丑ertbe 6naladln註liS訂'ation ofthe drugs. Mice were sacHficed
14 days a介er Lps adlnhliS柱'ation, and 30 μm serial sections were cut 壮lroU帥 each S訂'iatuln. Eig11t
Sections per mouse with a 300 師l mteNal were imm如OS仇Ⅱled with a11ti、TH 即tibody.(A)
Represen仇tive photonlicrogaphs of imm血OMstochemical stai1血g of TH 血 Striatum are shown.(B)
Optical densiり,, of TH immU110reactivity (ipsilateravcon訂'alateral ratio) is shown. Results show
Phot0即'aphs representative of6 t07 i11dependent experhnents orthe mean 士 S.e. ob仏丘led 丘'om 6 t07
i11dependent exper血ents.*P く 0.05 **P く 0.01
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本研究において、マウスに N伊TP を投与することにより、運動機能の低下ぜig.27)、黒
質での TH 陽性細胞数の減少(Fig.29)、及び線条体でのキノプロティン量の減少がみられ
た(Fig.32)。また、 N伊TP 投与によりドパミン神経障害を誘導したマウスでは、 LPS 投与
による線条体での INF・α及び IL・1βmRNA の発現誘導が促進された(F地.3の。これらの
結果は、ドパミン神経障害によりドパミン放出量が減少すると、ドパミンキノンの生成を
介した蛋白質のキノプロテイン化が抑制され、サイトカイン産生が促進することを示唆し
ている。一方、本研究において、 L・dopa を Carbidopa と共に腹腔内投与することにより、
線条体のキノプロティン量は増加した(Fig.34)。また、 IPS 腹腔内投与による線条体での
炎症性サイトカイン m卿A の発現誘'は、L・d叩a/'carbidopa 前投与により抑制された佃ig
33)。これらの結果は、脳内においてドパミンが、ドパミンキノンによる蛋白質のキノプロ
テイン化を介してミクログリアからの炎症性サイトカイン産生を抑制していることを示唆
している。このことは、 LPS 腹腔内投与後の線条体でのミクログリアの活性化が、
L・d叩ωCarbidopa 前投与により抑制されたことからも支持される(Fig.36)。以上の結果より、
脳内においてドパミンは、炎症性サイトカイン産生の調節因子として重要な役割を果たし
ていると考えられた。
本研究において、 LPS 腹腔内投与による線条体での炎症性サイトカインの発現誘導は、
L・dopa 単独投与群では変化がみられなかったが佃ig.33)、 L・d叩ωCarbidopa 投与群におい
て抑制された(Fig.33)。この結果は、 L・d叩田Caribidopa 投与群において脳内のドパミン量が
増加し、炎症性サイトカイン産生を抑制していることが示唆される。このことは、線条体
のキノプロティン量がし・dopa 単独投与群では変化せず、 L、d叩ωCarbidopa 投与群において
増加したこと(Fig.34)、ラットにし・dopa を Carbidopa と併用投与することにより、 L、dopa
単独投与と比べて線条体のドパミン量が著明に増加することからも支持される IB)ドパミ0
ンは、ドパミンキノンの生成を介して蛋白質をキノプロテイン化することが知られてぃる
52,54)。また、第一章において、ドパミンはドパミンキノンの生成を介した蛋白質のキノプロ
ティン化により、炎症性サイトカイン産生を抑制することを示した。一方、 L、dopa は自動
酸化され、キノン体になることが報告されている 12D。本研究において、BV、2 細胞にし、dopa
を処置することによりキノプロテイン量が増加すること、 LPS 刺激による炎症性サイトカ
イン mRNA の発現誘導がし・dopa 前処置により抑制されることを明らかにしている(data
notsh0如)。これらのことより、 L・d叩a/'carbidopa 投与による炎症性サイトカイン産生抑制
作用は、 L・dopa から産生されたドパミン及びし・dopa 自身の両方による作用であることが
示唆された。これらの詳細な機構については今後の検討課題ではあるが、本研究の結果よ
り、 L・d叩ωCarbidopa は、蛋白質のキノプロテイン化を介してミクログリアによる炎症性サ
イトカイン産生を抑制することが示唆された。
パーキンソン病は、黒質から線条体に投射するドパミン神経細胞からのドパミンの放出
考察
量が減少することにより発症することが知られている 122)。また、パーキンソン病患者の脳
では、黒質で活性化ミクログリアが観察されること 123)、線条体及び黒質で IM、α、1L、1β及
18,2のび丘・6 等の炎症性サイトカインが増加していることが報告されている さらに、パ0
ーキンソン病マウスモデルにおいて、孤、1βがドパミン神経障害を促進することが報告され
ている鋤。これらの報告と本研究の結果から、パーキンソン病患者の脳では、ドパミンの
放出量が減少した結果、活性化ミクログリアによる炎症性サイトカイン産生が促進し、ド
パミン神経障害が増悪している可能性が考えられた。このことは、 L、dopa を 40 週間投与
したパーキンソン病患者では、プラセボ投与群と比較して、2 週間の休薬期間後に評価し
たパーキンソン病症状の悪化が抑制されてぃたこと 116)、パーキンソン病の初期治療を
L・d叩a/carbidopa で開始したほうがドパミンアゴニストあるいは N仏0、B 阻害薬で開始し
た場合と比較して、パーキンソン病患者の長期の症状コントロールに優れ、症状の進行を
遅らせることからも支持される 12り。本研究において、 L、dopa/carbidopa は、 LPS 線条体内
投与による線条体でのミクログリアの活性化、サイトカイン mRNA 量の増加及び TH の
免疫染色強度の低下を抑制した四ig.38-4の。これらのことから、 L・d叩ωCarbidopa は、パ
ーキンソン病において、ミクログリアからの炎症性サイトカイン産生抑制を介して、ドパ
ミン神経細胞障害を抑制し、疾患の進行を抑制することが示唆された。
アルツハイマー病やハンチントン病患者の脳において、ドパミン神経細胞の脱落により
89,92.94)ドパミン量が減少していること 、両疾患患者の脳の病変部位において、活性化ミク
125,126)ログリアが観察され 、 TNF・α、Ⅱ・1β及び丘、6 等の炎症性サイトカインが増加して
15,127)いることが報告されている 。さらに、抗 TNF、α製剤のエタネノレセプトが、アノレツハ
イマー病患者の認知機能低下を改善すること 128)、 1NF、αの細胞内シグナルを抑制する化
合物が、ハンチントン病モデルマウスの神経細胞死を抑制することが報告されてぃる 129)0
これらの報告と本研究の結果から、アノレツハイマー病やハンチントン病患者において、脳
内でのドパミンの放出量が減少した結果、活性化ミクログリアによる炎症性サイトカイン
産生が促進し、神経障害が増悪している可能性が考えられた。また、筋萎縮性側索硬化症
及び多発性硬化症患者の脳内において、 1M・α、丘、1β及び IL、6 等の炎症性サイトカイン
BO.132)が増加していること 、これらの疾患の動物モデルにおいて、炎症性サイトカインが神
経障害の増悪に関与することが報告されている 83,B3)。また、本研究において、
L・d叩a/carbidopa 投与は、海馬、大脳皮質及び中脳での LPS 腹腔内投与による炎症性サイ
トカイン産生を抑制した(Fig.37)。これらのことから、 L・d叩田Carbidopa は様々な神経変性
疾患において、炎症性サイトカインの産生を抑制することにより、神経細胞死を抑制し、
疾患の進行を抑制する新たな治療薬となる可能性が考えられた。
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ミクログリアは、N0 や炎症性サイトカイン産生を介して、脳の感染防御及び炎症制御に
重要な役割を果たしている 8)。一方、活性化ミクログリアにより産生された過剰な N0 や
炎症性サイトカインが、神経変性疾患における神経細胞死に深く関与すると考えられてい
15,17,18,20, B4)。これらのことから、ミクログリアからの N0 や炎症性サイトカイン産生る
を抑制する生体内機構は、神経変性疾患での神経細胞死を抑制する新たな治療標的となる
可能性が考えられる。ドパミンは神経細胞だけでなくミクログリアにも作用し、その機能
調節に関わることが示唆されている。また、種々の神経変性疾患や脳障害時にドパミン神
31,32,89-94)経細胞からのドパミンの放出量が増減することが示されている これらのことか0
ら、ドパミンによるミクログリアの機能調節を明らかにすることは、神経変性疾患や脳障
害の病態生理を解明する上で重要であると考えられる。
本研究では、ドパミンによるミクログリアの機能調節を明らかにすることを目的とし、加
Viか0 及び加νiv0 の系を用いて、ミクログリアの N0 及び炎症性サイトカイン産生に対す
るドパミンの影響を検討した。第一章では、マウスミクログリア株 BV、2 細胞において、
ドパミンの前処置が LPS 刺激による N0 及び炎症性サイトカイン産生を抑制することを
示した。このドパミンの作用には、ドパミン受容体は関与せず、ドパミンの酸化により生
成したドパミンキノンによる蛋白質のキノプロテイン化が関与する可能性を示した。また、
ドパミンは NF・KB の核移行を抑制することを明らかにし、これらのドパミンの作用はマウ
ス初代培養ミクログリアでも同様に観察されることを示した。さらに、 NF、KB は微小管を
介して核移行すること、ドパミンはこの微小管を介した NF、KB の核への輸送を抑制するこ
とを明らかにした。これらの結果は、ミクログリアにおいてドパミンは、ドパミンキノン
による蛋白質のキノプロテイン化により、微小管を介した NF.KB の核への輸送を抑制し、
N0 や炎症性サイトカイン産生を抑制することを示唆している四ig.4D。
第二章では、ドパミンによる炎症性サイトカイン産生抑制作用が mviv0 でもみられるか
否かについて検討した。その結果、 L・dopa/carbidopa 投与により、マウス線条体でのキノプ
ロテイン量が増加し、 LPS 腹腔内投与による線条体でのミクログリアの活性化及び炎症性
サイトカイン産生が抑制されることを明らかにした。また、 N伊TP 投与によりドパミン神
経障害を誘導したマウスでは、線条体でのキノプロテイン量が減少し、 LPS 腹腔内投与に
よる線条体での炎症性サイトカイン産生が促進されることを明らかにした。これらの結果
は、ドパミンが、ドパミンキノンの生成を介して蛋白質をキノプロテイン化し、ミクログ
リアによる炎症性サイトカイン産生を抑制することで脳内での炎症反応の制御に重要な役
割を担うことを示唆している。さらに、 L・d叩a/carbidopa による炎症性サイトカイン産生抑
制作用が、パーキンソン病におけるドパミン神経障害の抑制に有用であるか否かにっいて
検討した。その結果、 L・d叩a/carbidopa 投与が、 LPS 線条体内投与によりみられたマウス線
条体でのミクログリアの活性化、炎症性サイトカイン産生及びドパミン神経障害を抑制す
総括
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ることを明らかにした。これらの結果は、 L、d叩田Carbidopa が、ミクログリアによる炎症性
サイトカイン産生を抑制することで、パーキンソン病におけるドパミン神経細胞障害を抑
制することを示唆している。
パーキンソン病では、活性化ミクログリアにより産生された N0 や炎症性サイトカイン
18,20, B4)がドパミン神経細胞の障害を増悪し、疾患の進行に関与すると考えられている ま0
た、 L・doPωCarbidopa を用いた臨床研究では、 L・doP田Carbidopa がパーキンソン病患者の症
116,124)状の進行を遅らせ、ドパミン神経保護的に働く可能性が示されている これらの報0
告と本研究の結果から、 L・d叩a/carbid叩a は、ミクログリアからの炎症性サイトカイン産生
抑制を介して神経保護作用を示すことが示唆され、 L、d叩ωCarbidopa はパーキンソン病の治
療において、対症療法としてだけでなく原因療法としても有用であることが考えられた。
また、活性化ミクログリアにより産生される炎症性サイトカインは、脳内の持続的な炎症
を誘発し、アルツハイマー病や筋萎縮性側索硬化症等の神経変性疾患での神経細胞死を促
進すると考えられている 15,17, B5)。また、本研究において、 L、doPωCarbidopa によるミクロ
グリアからの炎症性サイトカイン産生抑制作用は、線条体だけでなく海馬、大脳皮質及び
中脳でも認められた。これらのことより、 L・doPωCarbidopa は、アノレツハイマー病や筋萎縮
性側索硬化症等の神経変性疾患においても、炎症性サイトカインの産生を抑制することに
より、神経細胞死を抑制する治療薬となる可能性が考えられた。今後、様々な神経変性疾
患において、 L・d叩田Carbidopa の有用性が明らかになり、神経変性疾患の進行を抑制する治
療薬として臨床応用されることが期待される。
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